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Grâce aux progrès de la synthèse et de l’assemblage d’ADN, il est maintenant possible de 
créer des génomes complètement différents de ceux retrouvés dans la nature. Il sera bientôt 
possible de concevoir des bactéries ayant des génomes fait sur mesure pour pouvoir répondre 
à différentes problématiques qui touchent notre société. Par contre, le design rationnel de 
génome n’est pas encore possible, car les contraintes à respecter pour qu’un génome soit 
fonctionnel nous sont encore largement inconnues. De plus, le faible nombre d’organismes 
minimaux modèles ne permet pas encore de tirer de conclusions générales. J’ai donc cherché 
à améliorer ces deux aspects, en développant un nouveau modèle pour la génomique 
synthétique et en combinant plusieurs approches pour déterminer les éléments génétiques 
essentiels de son génome. 
 
 
Lors de mes travaux, j’ai dans un premier temps cloné le génome complet de la bactérie 
Mesoplasma florum L1 sous la forme d’un chromosome artificiel dans la levure 
Saccharomyces cerevisiae. J’ai fait une analyse transcriptionnelle ainsi qu’une analyse de 
croissance de cette souche de levure pour déterminer que le génome bactérien avait un 
impact limité sur son hôte. J’ai aussi observé de la transcription cryptique issue du génome 
cloné. J’ai ensuite pu découvrir que la transplantation du génome bactérien est une 
manipulation mutagène et que cet effet est amplifié par la distance phylogénétique entre le 
génome transplanté à partir de la levure et la bactérie réceptrice, Mycoplasma capricolum 
sous-espèce capricolum. Ces connaissances et la mise point de la boucle de clonage et 
transplantation permettent de mieux comprendre ce processus encore peu caractérisé et de 
positionner M. florum comme modèle pour la génomique synthétique. 
 
 
J’ai ensuite identifié les éléments importants du génome de M. florum en combinant une 
approche de génomique comparative sur 13 souches appartenant à cette espèce et la 
mutagénèse par transposons chez la souche L1. J’ai pu ainsi identifier des gènes plus 
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propices à la délétion et à concevoir des plans de réduction du génome de cette souche. J’ai 
par la suite comparé ces plans au génome de la bactérie minimale Mycoplasma mycoides 
sous-espèce capri JCVI-syn3.0. J’ai finalement démontré que bien que ces bactéries soient 
phylogénétiquement proches, une bactérie minimale construite à partir de M. florum serait 
différente de la souche JCVI-syn3.0 et que la combinaison d’information sur la conservation 
et l’essentialité des gènes permet d’arriver à une bonne approximation de ce que serait 
génome minimal d’une bactérie. 
 
 
Mots clés : Mesoplasma florum, clonage de génomes entiers, transplantation de génomes, 
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1.1 La biologie synthétique 
 
 
Le génome d’une cellule est composé d’acide désoxyribonucléique (ADN) et possède un 
double rôle : il sert de matériel héréditaire et il contient l’information génétique nécessaire 
au bon fonctionnement de la cellule. Il représente l’équivalent du code source d’un 
programme que la cellule exécute pour vivre et se reproduire de façon contrôlée en réponse 
aux conditions environnementales auxquelles elle est confrontée. Le dogme central de 
biologie moléculaire (Crick, 1970) décrit que l’information contenue dans l’ADN peut être 
transcrit en acide ribonucléique (ARN) pour ensuite être traduite en protéines, qui sont les 
principaux éléments fonctionnels de la cellule. Il est maintenant connu que l’ADN, l’ARN 
et les protéines ne sont pas limités à cet échange d’information unidirectionnel, chacune des 
étapes pouvant être affectées dans un sens ou dans l’autre en fonction de l’environnement. 
Par exemple, un ARN peut ne pas être traduit s’il est lié par une certaine molécule, ou bien 
une protéine peut lier l’ADN pour inhiber la transcription d’un gène. Le programme d’une 
cellule possède un niveau de complexité très élevé, tout en étant très organisé et basé sur 
plusieurs règles logiques. Ces règles lui permettent de fonctionner avec une élégance sans 
pareil ainsi que d’exécuter une incroyable diversité de fonctions. Pour ne citer qu’une infime 
partie de leur potentiel extraordinaire, nous rencontrons dans la nature des cellules qui 
peuvent utiliser la lumière comme source d’énergie, certaines qui répondent à des signaux 
électriques pour changer de forme, ou encore d’autres qui peuvent produire des molécules 
antibiotiques pour se protéger. Il n’est donc pas étonnant que les biologistes aient commencé 
à vouloir utiliser des cellules et les reprogrammer pour répondre à des problématiques qui 
touchent notre société. Que ce soit pour le traitement de maladies, la bioremédiation ou la 
synthèse de molécules complexes, les applications offertes par la programmation de cellules 
touchent de nombreuses sphères de la société. Cette volonté de reprogrammer le vivant a 
poussé la recherche vers l’amélioration des outils de lecture (séquençage) et d’écriture 
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(synthèse) d’ADN. Les avancées dans ces domaines ont mené à l’émergence d’une nouvelle 
discipline, la biologie synthétique (Knight, 2005), et nous approchent d’une ère où les 
cellules pourront être utilisées comme outils pour améliorer notre qualité de vie. 
 
 
La biologie synthétique a ainsi débuté en ayant comme approche la combinaison d’outils de 
biologie moléculaire et d’ingénierie afin de construire ou reprogrammer des circuits 
génétiques, voir même des organismes vivants (Raimbault et al., 2016). Les premiers 
exemples de circuits génétiques synthétiques consistaient en un oscillateur produisant une 
protéine fluorescente par intermittence (Elowitz and Leibler, 2000) et un système 
d’expression bimodale pouvant activer ou réprimer l’expression d’une protéine fluorescente 
(Gardner et al., 2000). Ces premiers systèmes ont pavé le chemin vers des constructions de 
plus en plus complexes qui, à leur tour, serviront de bases pour les organismes synthétiques 
de demain. Que l’on parle d’une souche d’Escherichia coli pouvant détecter la lumière 
(Levskaya et al., 2005) ou d’une souche de Saccharomyces cerevisiae produisant de l’acide 
artémisinique (Paddon and Keasling, 2014), on peut déjà voir le potentiel de la biologique 
synthétique. Nos aptitudes à créer des circuits génétiques artificiels ne cessent de s’améliorer 
entre autres grâce au fait qu’il est maintenant possible de générer des séquences 
complètements synthétiques pouvant atteindre plusieurs centaines de milliers de paires de 
bases (Hughes and Ellington, 2017).  
 
 
1.1.1 Outils d’assemblage D’ADN 
 
 
L’assemblage d’ADN a grandement évolué au fil du temps, le premier exemple de 
construction de plasmide par une technologie d’ADN recombinant ayant été réalisé il y a 
plus de 40 ans, soit en 1973. L’article en question décrivait l’utilisation de l’enzyme de 
restriction de type II EcoRI et d’une ADN ligase pour combiner des fragments d’ADN 
provenant de la digestion de plasmides (Cohen et al., 1973). Les fragments d’ADN digérés, 
possédant des extrémités saillantes ayant des bases complémentaires, pouvaient alors 
s’apparier et être ligués pour obtenir la construction plasmidique finale. Après le 
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développement de la réaction en chaîne par polymérase (PCR) (Saiki et al., 1985) (Saiki et 
al., 1988), les deux méthodes ont été jumelées pour permettre une plus grande liberté 
d’assemblage. Cette nouvelle approche consistait à intégrer la séquence des sites de 
restriction désirés dans les amorces utilisées lors d’une PCR d’un fragment d’ADN d’intérêt 
(Figure 1.1) (Kaufman and Evans, 1990). Il était donc maintenant possible de choisir les 
enzymes de restriction à utiliser, et ainsi obtenir un meilleur contrôle sur l’assemblage en 
déterminant avec plus de précision quelles séquences seraient assemblées. Cette stratégie 
permettait aussi de choisir l’orientation des fragments d’ADN et d’assembler quelques 
fragments en une seule étape. Cette méthode, encore très couramment utilisée aujourd’hui, 
est toutefois limitée. Les sites de restriction choisis ne doivent pas être présents ailleurs dans 
les fragments à assembler, sans compter que cette méthode perd grandement en efficacité et 
en commodité lorsque plusieurs fragments doivent être assemblés. Plusieurs étapes de 
digestion et de ligation peuvent être nécessaires pour assembler des constructions plus 
complexes et dans certains cas les fragments doivent être traités avec des ADN polymérases 
(ADNpol) pour créer des extrémités franches (Costa et al., 1994). Le choix d’enzymes 
utilisables diminue aussi à mesure que des fragments sont ajoutés à la construction, de sorte 
qu’il arrive qu’il ne soit plus possible de poursuivre parce qu’il n’y plus d’enzymes 
utilisables. Sans être parfaite, cette méthode a tout de même été un ajout extrêmement 


















De nouvelles méthodes d’assemblage d’ADN ont ensuite été développées pour combler les 
désavantages de la méthode classique. Par exemple, la méthode de clonage USER (Bitinaite 
et al., 2007) a délaissé les enzymes de restriction pour la création d’extrémités saillantes 
nécessaires à l’assemblage des fragments d’ADN (Figure 1.2). La méthode consiste plutôt à 
faire une PCR avec des amorces contenant une base déoxyuridine. Le produit de la PCR est 
ensuite traité avec un mélange d’uracile-ADN glycosylase (Lindahl et al., 1977) et 
d’endonucléase VIII (Jiang et al., 1997) provenant de la bactérie E. coli. L’activité combinée 
de ces deux enzymes retire d’abord l’uracile, puis le ribose de ce nucléoside. En raison de 
leur faible température de dénaturation, les bases se trouvant en 5’ de ce site de coupure sont 
enlevées, tout en laissant l’autre brin intact. Cette extrémité peut ainsi être déterminée autant 
au niveau de sa longueur que de sa séquence, car elle dépend de l’amorce de PCR et de la 
position de la déoxyuridine dans celle-ci. La méthode USER permet ainsi de ne pas dépendre 
des enzymes de restriction et rend plus simple l’assemblage de multiples fragments en 
générant des extrémités différentes très facilement. De plus, elle ne nécessite pas l’utilisation 
Figure 1.1. Méthode d'assemblage d’ADN classique. Un vecteur de clonage et un produit de PCR 




d’ADN ligase si les extrémités utilisées sont assez longues. La contrainte principale de cette 
méthode vient plutôt du coût élevé des oligonucléotides contenant la déoxyuridine, dont 
l’ajout coûte plusieurs dizaines de fois plus cher qu’une base habituelle. Cette augmentation 
de prix est la principale raison pour laquelle cette méthode n’a pas été complètement adoptée 
par la communauté scientifique. De plus, il est essentiel que la polymérase utilisée pour la 





Figure 1.2. Schéma de la méthode de clonage USER. Deux séquences sont amplifiées par PCR 
avec des amorces contenant des déoxyuridines. Les produits de PCR sont ensuite mélangés avec un 
vecteur plasmidique, puis traités avec le mélange d’enzymes USER avec un vecteur plasmidique 
pour obtenir la construction finale. Figure modifiée de (Bitinaite et al., 2007). 
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Un autre exemple de méthode d’assemblage d’ADN, le Golden Gate paru en 2008 (Engler 
et al., 2008), utilise aussi une enzyme de restriction, mais permet de choisir les extrémités 
saillantes des fragments à assembler. La différence avec la méthode classique vient du fait 
qu’une enzyme de restriction de type IIS, comme l’enzyme BsaI, est utilisée au lieu d’une 
enzyme de type II. Cette enzyme a la propriété de cliver l’ADN à l’extérieur de son site de 
reconnaissance et laisse des extrémités saillantes de quatre bases qui peuvent être 
déterminées par l’utilisateur lors de la PCR générant les fragments à assembler. Cette 
méthode dépend encore une fois de l’absence du site de restriction utilisé dans la séquence 
des fragments à assembler, mais elle permet de n’utiliser qu’une seule enzyme pour toutes 
les digestions. En prévoyant correctement l’assemblage, cette technique permet de ne pas 
générer de cicatrices d’assemblage, contrairement à la méthode classique avec laquelle ce 
n’est pas toujours possible. Cette méthode a également été conçue de sorte que les étapes de 
digestion et de ligation des fragments peuvent être combinées en une seule réaction, la 
rendant plus simple en termes de manipulation. 
 
 
Plusieurs technologies plus récentes utilisent l’homologie entre les extrémités des fragments 
à assembler, mais sans dépendre de bases d’ADN modifiées ou d’enzymes de restriction. 
Ces technologies incluent les méthodes In-Fusion (Zhu et al., 2007), SLIC (Li and Elledge, 
2007), Gibson (Gibson et al., 2009) et le SLiCE (Zhang et al., 2012). Un cocktail d’enzymes 
dégrade tout d’abord l’extrémité d’un des deux brins d’ADN, ce qui génère des extrémités 
saillantes et permet aux fragments de s’apparier les uns aux autres de manière ordonnée, qui 
parfois être ligués par une ADN ligase. La différence entre ces méthodes réside 
principalement dans le cocktail d’enzymes qu’elles utilisent. In-fusion utilise une ADNpol 
de poxvirus, SLIC utilise l’ADNpol du bactériophage T4, la méthode Gibson utilise un 
mélange d’exonucléase T5, de polymérase Phusion et de Taq ligase (Figure 1.3) et 
finalement le SLiCE utilise les enzymes présentes dans un extrait cellulaire d’E. coli. Ces 
techniques possèdent le même avantage de pouvoir générer des constructions sans cicatrices 
et nécessitent peu d’étapes pour obtenir le produit final. Par contre, l’utilisation de protéines 
ayant une activité exonucléase afin de générer des extrémités saillantes implique que certains 
fragments de petite taille peuvent être entièrement digérés. De tels fragments pourraient donc 
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Avec cette panoplie d’outils moléculaires, il est maintenant possible de construire des 
circuits génétiques synthétiques in vitro pour ensuite les insérer dans un organisme d’intérêt. 
Ces méthodes, combinées aux nouvelles méthodes de synthèse chimique d’oligonucléotides 
(résumées par Hughes et Ellington, 2017), permettent même de créer des séquences 
entièrement synthétiques. Des combinaisons de gènes venant d’organismes différents ainsi 
que des gènes recodés peuvent donc être assemblées. Ces méthodes de construction peuvent 
être utilisées pour assembler des plasmides extra-chromosomiques, mais également pour 
faire des assemblages d’ADN qui pourront être intégrés au génome d’un organisme d’intérêt 





Figure 1.3. Méthode d'assemblage Gibson. Deux fragments d’ADN linéaire sont d’abord 
partiellement digérés à leur extrémité 5’. Les séquences homologues s’apparient, l’extrémité 3’ sert 
à initier la resynthèse du brin complémentaire. Lorsque la synthèse rejoint l’extrémité 5’ du fragment 
adjacent, elle peut y être liguée. Image modifiée de (Gibson et al., 2009). 
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1.1.2 Outils d’ingénierie de génomes 
 
 
Les techniques de modification de génomes ont grandement évolué avec le temps. Les 
premières méthodes étant généralement basées sur l’insertion aléatoire de transposons 
(Kleckner et al., 1977), celles-ci ne permettaient pas la modification précise de séquences 
d’intérêt. Suivant la découverte de la recombinaison homologue (HR) chez plusieurs 
organismes dont E. coli, ce mécanisme a pu être utilisé comme outil pour la modification, la 
délétion et l’ajout de séquences génomiques. Cette découverte a ainsi pavé le chemin vers 
l’ingénierie de génomes moderne. 
 
 
1.1.2.1 La recombinaison homologue chez Escherichia coli 
 
 
Les premières évidences de HR chez E. coli ont été observées en 1947 (Tatum and 
Lederberg, 1947), mais ce n’est que plus tard que cette capacité fut mise à profit pour 
modifier le génome de cette bactérie en y intégrant des plasmides (Lee and Saier, 1983) ou 
des fragments d’ADN linéaires (Jasin and Schimmel, 1984). Le rôle physiologique de la HR 
est de permettre la réparation des cassures dans l’ADN en utilisant des séquences 
homologues comme matrice (Figure 1.4). Lorsqu’un bris double brin se produit dans le 
génome ou lorsqu’un fragment d’ADN linéaire est inséré dans une cellule, le complexe 
RecBCD se lie à l’extrémité du fragment ou de la cassure. Le complexe protéique balaie 
ensuite l’ADN à la recherche d’un site chi (5’-GCTGGTGG-3’) où il clivera le brin 
complémentaire pour libérer une extrémité 3’ simple brin (Amundsen et al., 2007). La 
protéine RecA sera ensuite recrutée sur cette séquence simple brin et cherchera une séquence 
homologue à apparier (Dillingham and Kowalczykowski, 2008). Par la suite, le complexe 
ADN-RecA envahira la séquence matrice dans laquelle elle sera intégrée. L’association des 
brins d’ADN des deux séquences forme une jonction de Holliday qui est résolue par le 
complexe protéique RuvABC (West, 1997). Ce mécanisme de réparation a pu être mis à 
profit pour substituer des nucléotides et créer des insertions ou des délétions de manière 
précise dans le génome de la bactérie marquant ainsi le début de l’ingénierie de génome. En 
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transformant des fragments d’ADN possédant de l’homologie avec la région à modifier 
ceux-ci peuvent servir de matrice de réparation des bris double brin et permettre 
l’incorporation de mutations.  
 
 
Bien que fonctionnelle, cette méthode de recombinaison est toutefois peu efficace, avec une 
fréquence de recombinaison avoisinant 1x10-4 (Lee and Saier, 1983) (Murphy, 1998), ce qui 
demande donc de cribler un grand nombre de clones avant d’obtenir la modification voulue. 
Cette faible efficacité est due au fait que la HR ne peut être exécutée que lorsque des bris 
doubles brins ont lieu près de la région où l’on veut intégrer le fragment d’ADN choisi. Cette 
méthode est aussi limitée aux souches d’E. coli qui expriment l’ensemble de la machinerie 
de HR. Ces souches ont toutefois le désavantage de rendre certains plasmides instables en 
permettant la formation d’oligomères (James et al., 1982), une structure composée de 
multiples copies du même plasmide en tandem dans une même molécule. Ces événements 
peuvent se produire lorsque des plasmides subissent des bris double brins et recombinent les 
uns avec les autres, accumulant ainsi des copies d’eux-mêmes. Pour éviter cette 
problématique, plusieurs souches d’E. coli destinées au clonage portent donc la mutation 
recAI (Bryant, 1988). Cette mutation rend la souche incapable de HR par la voie RecBCD 
décrite ici, ainsi que via la voie RecF. La voie RecF a pour rôle principal de réparer les bris 
simple brin, mais en cas de défaillance de la voie RecBCD, elle peut aussi réparer les bris 
double brins (Hiom, 2009). Se retrouvant dans une impasse où les souches ne possédaient 
pas les caractéristiques pour à la fois maintenir des plasmides de manière stable et effectuer 
la HR, d’autres méthodes ont dû être développées pour permettre de conserver ces deux 





1.1.2.2 Le système de recombinaison lambda Red 
 
 
Les inconvénients de l’utilisation des voies de HR natives d’E. coli ont amené certains 
chercheurs à vouloir utiliser d’autres méthodes de modifications de génomes. Celles-ci 
devaient permettre de ne pas dépendre d’une souche en particulier et devaient être facilement 
transférables tout en ayant une efficacité similaire ou meilleure à la HR classique. En 1998, 
deux méthodes ont été proposées, soit le clonage ET (Zhang et al., 1998) et la recombinaison 
Lambda Red (Murphy, 1998) (Figure 1.5). Dans le cas du clonage ET, les gènes recE et recT 
du prophage Rac, ainsi que gam du phage lambda, sont clonés et exprimés à partir d’un 
plasmide. Cette méthode a l’avantage de permettre de faire de la HR dans un plus grand 
nombre de souches d’E. coli, car ce plasmide peut facilement être transféré. La technique 
Figure 1.4. Modèle de la recombinaison homologue chez E. coli. Intégration d’un fragment 
d’ADN linéaire dans le génome d’E. coli. Le complexe RecBCD digère d’abord l’extrémité 5’ du 
fragment jusqu’à un site chi. RecA cherche une séquence homologue à l’extrémité 3’ générée et 
envahit la séquence. RuvABC résout la jonction de Holliday qui en résulte pour qu’ensuite l’autre 
extrémité du fragment soit traitée. Figure modifiée de (Dillingham and Kowalczykowski, 2008). 
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lambda Red propose plutôt de remplacer la voie HR RecBCD par celle du phage lambda 
(Murphy, 1998) codée par l’opéron Red et composée des gènes beta, gam et exo sous le 
contrôle d’un promoteur inductible à l’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Ces 
deux méthodes ont mené à la création du terme recombineering, terme qui décrit l’ensemble 
des méthodes qui utilisent la recombinaison pour faire de l’ingénierie de génome. Le clonage 
ET fût cependant moins populaire que l’utilisation du système lambda Red, ce dernier étant 
plus efficace et pouvant lui aussi être porté par un plasmide (Muyrers et al., 1999). Le 
mécanisme d’action du système lambda Red n’a été élucidé que plus tard et diffère 
grandement des autres voies de HR classiques (Mosberg et al., 2010). Lorsqu’un fragment 
d’ADN double brin entre dans la bactérie, la protéine Exo digère un des brins à l’aide de son 
activité exonucléase 5’-3’. Le brin restant est ensuite lié par la protéine Beta. Le rôle de cette 
seconde protéine est d’apparier la séquence du brin d’ADN auquel elle est accrochée à une 
séquence complémentaire retrouvée dans une fourche de réplication de l’ADN. Cette 
séquence joue ensuite le rôle de fragment d’Okasaki dans la synthèse du brin retardé (Figure 
1.5), intégrant ainsi les modifications au chromosome. Beta peut aussi lier directement un 
ADN simple brin et est donc nécessaire et suffisante pour faire du recombineering (Ellis et 
al., 2001). La protéine Gam a pour rôle de protéger l’ADN, et ce, en inhibant les complexes 
RecBCD et SbcCD qui peuvent dégrader l’ADN par leur activité exonucléase.  
 
Figure 1.5. Mécanisme de recombinaison du système lambda- Red et du clonage ET. De l’ADN 
simple brin ou un ADN double brin dont un des brins d’ADN est digéré par la protéine Exo ou RecE
est lié par la protéine Beta ou RecT. La protéine Gam protégera l’ADN en inhibant les complexes 
RecBCD et SbcCD. Le complexe ADN-Beta ou ADN-RecT cherche à s’hybrider sur une séquence 
complémentaire à ce brin sur le brin retardé d’une fourche de réplication d’ADN. Une fois l’ADN 




Cette méthode de HR a notamment été utilisée pour intégrer des produits de PCR dans le 
génome d’E. coli (Murphy et al., 2000) et a gagné en popularité suite à la création d’une 
méthode rapide pour générer des mutants de délétion (Datsenko and Wanner, 2000). Dans 
ce dernier cas, une cassette portant un marqueur de sélection est d’abord intégrée pour créer 
une délétion dans le génome. Cette cassette porte aussi des sites FRT (FLP-recognition 
target) de part et d’autre du marqueur. Ces sites permettent l’excision de la cassette à la suite 
de l’induction de la recombinase FLP, ce qui rend possible le recyclage du marqueur de 
sélection. Cette méthode amène par contre une accumulation de sites FRT lorsque plusieurs 
modifications sont exécutées en série, et ceux-ci peuvent recombiner entre eux lorsque la 
FLP est exprimée dans des étapes subséquentes. 
 
 
Le recombineering a aussi été grandement mis en valeur par son utilisation dans la technique 
de multiplex automated genome engineering (MAGE) (Wang et al., 2009), dans laquelle des 
souches sont transformées à répétition avec des oligonucléotides pour générer plusieurs 
mutations en parallèle de façon automatisée sans utiliser de marqueur de sélection et sans 
laisser de cicatrices dans le génome. Cette méthode repose sur une approche cyclique pour 
permettre l’accumulation des différentes modifications au génome, de sorte que le nombre 
de cycles à effectuer augmente avec le nombre de mutations à apporter, rendant ainsi 
l’automatisation pratiquement essentielle. Une version plus efficace, le co-selection MAGE 
(CoS-MAGE) (Carr et al., 2012), permet de sélectionner plus de recombinants en 
sélectionnant des cellules qui gagnent des résistances à des antibiotiques parallèlement aux 
autres modifications génomiques. Il a été déterminé que les souches qui acquièrent les 
résistances étaient aussi plus aptes à accumuler les autres mutations désirées, ce qui a permis 
de réduire le nombre de cycles nécessaires pour créer toutes les modifications. Cette méthode 
est toutefois relativement peu utilisée en raison de la charge de travail manuel requise et à 
l’absence d’un instrument commercial pour l’automatiser.  
 
 
Plus récemment, d’autres méthodes utilisant le système lambda Red ont également été 
développées pour ne pas laisser de cicatrices dans le génome, créant ainsi des mutations dites 
« propres ». Par exemple, l’une d’elles consiste premièrement à intégrer une cassette 
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contenant un marqueur de sélection et le site de restriction de l’enzyme I-SceI dans la région 
génomique à modifier. Dans une deuxième étape, l’expression de I-SceI est induite à partir 
d’un plasmide qui porte une copie de la séquence contenant la modification souhaitée, 
flanquée elle aussi de sites I-SceI. La coupure du génome, ainsi que celle du plasmide, force 
alors la recombinaison de la séquence modifiée avec la cassette intégrée pour que le site de 
restriction soit évincé et que la bactérie puisse croître (Yang et al., 2014). Cette méthode 
permet aussi de faire plusieurs recombinaisons simultanément en intégrant d’abord plusieurs 
cassettes dans le génome et en incluant plusieurs séquences mutées sur le plasmide donneur 
(Yang et al., 2015). Le recombineering est aujourd’hui largement adopté; sa simplicité 
d’utilisation et son efficacité par rapport à la HR traditionnelle en ont fait une technique de 
choix pour manipuler le génome d’E. coli. De plus, cette méthode a pu être adaptée à d’autres 
organismes tels que Yersinia pseudotuberculosis (Derbise et al., 2003), Pseudomonas 
aeruginosa (Lesic and Rahme, 2008) et Vibrio cholerae (Yamamoto et al., 2009) simplement 
en clonant et en exprimant l’opéron lambda Red. 
 
 
1.1.2.3 La recombinaison homologue chez Saccharomyces cerevisiae 
 
 
L’utilisation de la HR comme méthode de modification de génome a débuté légèrement plus 
tôt chez la levure Saccharomyces cerevisiae que chez E. coli, et a été une des premières 
méthodes fonctionnelles pour modifier le génome d’un organisme eucaryote (Hinnen et al., 
1978). L’efficacité élevée avec laquelle la levure effectue la HR l’a rapidement amenée à 
devenir un organisme modèle pour l’étude de ce mécanisme (Orr-Weaver et al., 1981), et 
très tôt il a été possible de faire des modifications précises de son génome (Scherer, 1979). 
Différents marqueurs nutritionnels disponibles ont aussi permis de facilement sélectionner 
les recombinants. Le gène URA3 est d’un intérêt particulier dans le contexte de la 
modification de génomes, principalement parce qu’il peut être utilisé à la fois comme 
marqueur de sélection (Bach et al., 1979) et comme marqueur de contre-sélection. Ce gène 
encode la orotidine-5'-phosphate décarboxylase (Lacroute, 1968), qui est une enzyme 
essentielle pour la synthèse des pyrimidines. Cette enzyme peut convertir l’acide 5-
fluoroorotique (5-FOA) en 5-fluorouracile (Boeke et al., 1984), molécule qui est toxique 
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pour la levure. Cette propriété a permis de développer une méthode ayant la capacité de créer 
des délétions géniques en série tout en recyclant le marqueur (Alani et al., 1987). Dans ce 
contexte, une cassette URA3 est utilisée pour remplacer un gène d’intérêt par HR, celle-ci 
est bordée de deux séquences hisG hautement recombinogènes provenant de Salmonella 
typhimurium (Foster et al., 1981). Par la suite, les cellules dans lesquelles les deux séquences 
hisG auront recombiné peuvent être sélectionnées; la cassette sera perdue et le marqueur 
pourra être réutilisé. Les cellules n’ayant pas fait la recombinaison mourront à la suite de la 
synthèse de 5-fluorouracile dirigée par le gène URA3. Bien que cette méthode ait longtemps 
demeuré une approche de choix pour étudier la génétique de la levure, celle-ci laisse 
toutefois des séquences hisG résiduelles dans le génome après chaque délétion.  
 
 
Ce n’est qu’après la démocratisation de la PCR et la baisse des coûts de synthèse 
d’oligonucléotides que la technique a pu être améliorée pour ne pas laisser de cicatrices. 
Cette nouvelle méthode, nommée delitto perfetto (Storici et al., 2001), consiste d’abord à 
intégrer une cassette portant les gènes KlURA3 (l’homologue de URA3 chez Kluyveromyces 
lactis (Delneri et al., 1999)) et kanMX (fusion du gène kanr du transposon Tn903 retrouvé 
chez E. coli et du promoteur TEF de Ashbya gossypii qui confère une résistance à la 
kanamycine (Wach et al., 1994)) par HR à l’endroit où l’on veut faire une modification. Par 
la suite, l’excision de la cassette est effectuée par HR en utilisant des oligonucléotides qui 
contiennent la mutation désirée, que ce soit pour le changement d’un nucléotide simple ou 
pour joindre les deux extrémités qui bordent une délétion. Cette méthode fut subséquemment 
améliorée en incluant le gène codant pour l’enzyme de restriction I-SceI, sous le contrôle du 
promoteur inductible au galactose GAL1 (Storici et al., 2003), ainsi que son site de restriction 
dans la cassette. L’induction de l’enzyme de restriction provoque un bris double brin et 
permet d’augmenter l’efficacité du remplacement de la cassette par un facteur de ~5000 fois, 
amenant ainsi une recombinaison dans 5 à 20% des cellules.  
 
 
Ce n’est que plusieurs années plus tard qu’une nouvelle variante fût développée et nommée 
tandem repeats coupled with endonuclease cleavage (TREC) (Noskov et al., 2010) pour 
faciliter la création de délétions génomiques dans des chromosomes artificiels de levure 
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(YAC, des constructions d’ADN en copie unique portant au moins un centromère une 
origine de réplication chromosomique). Cette méthode conserve le concept de la création 
d’un bris double brin, mais allège la cassette en utilisant seulement URA3 comme marqueur 
pour faire la sélection et la contre-sélection. Le véritable avantage de cette méthode vient de 
l’incorporation d’une séquence dans la cassette qui est utilisée pour faire son éviction du 
génome, éliminant la seconde étape de transformation. Cette séquence doit être une 
duplication de la séquence en aval du site d’insertion de la cassette pour pouvoir recombiner 
proprement. Le TREC a permis de réduire le niveau de faux positifs pour lesquels de 
mauvaises recombinaisons amenaient la perte du marqueur URA3, et ce, parce que la 
position du bris double brin est contrôlée. La variante la plus récente de ce système combine 
la délétion et l’insertion de séquences, le TREC-assisted gene knock-in (TREC-IN), et 
permet ainsi de faire virtuellement n’importe quelle modification génomique sans laisser de 
cicatrices (Figure 1.6). Dans cette variante, une copie incomplète du gène kanMX est incluse 
dans la cassette de TREC et est complétée à la suite d'une seconde transformation qui intègre 
le gène d’intérêt et complète le marqueur. La suite de la méthode est très semblable au TREC, 
laissant ainsi uniquement le gène d’intérêt dans le génome. Quoique élégante, cette méthode 
possède toutefois le désavantage de ne pouvoir produire qu’une seule modification à la fois, 
ce qui peut rendre assez fastidieuse la création de circuits génétiques plus complexes 
nécessitant de nombreuses modifications. Le besoin de développer une méthode permettant 

















1.1.2.4 La protéine Cas9 
 
 
La récente découverte du mécanisme de la protéine Cas9 (Jinek et al., 2012) a été sans aucun 
doute un événement marquant pour l’ingénierie de génomes. À l'origine, cette protéine fait 
partie du système de défense adaptatif des bactéries appelé CRISPR (Clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats) et crée des bris d’ADN double brins à des séquences 
spécifiques. Ce système est utilisé pour défendre l’organisme contre l'ADN exogène tels que 
les plasmides ou les bactériophages (Westra et al., 2012), et les protéines effectives de ce 
Figure 1.6. Méthode du TREC-IN. La première cassette de TREC est intégrée de sorte à créer la 
délétion d’une région cible. Le module d’insertion est ensuite intégré et restaure le marqueur kanMX. 
L’expression de I-SceI est induite par l’ajout de galactose et les cellules sont étalées sur une gélose 
contenant du 5-FOA pour sélectionner les recombinants. Figure modifiée de (Chandran et al., 2014)
 17 
 
système sont appelées les Cas (CRISPR associated). Il existe trois types de CRISPR/Cas, et 
Cas9 est une endonucléase programmable appartenant aux CRISPR de type 2. Cette dernière 
nécessite l’action de deux ARN, soit le tracrRNA (trans-activating crRNA) et le crRNA 
(CRISPR-RNA). Le tracrRNA participe d’abord à la maturation du crRNA et est essentiel à 
l’activité de clivage de l’enzyme. Le crRNA contient une séquence de 20 nucléotides appelée 
spacer qui détermine la séquence ciblée par l’enzyme appelée le protospacer. Les deux 
ARNs se lient à l’enzyme pour l’activer et lui permettre de cliver l’ADN. Le clivage ne peut 
avoir lieu que s’il y a présence d’une séquence PAM (protospacer adjacent motif de 
séquence NGG chez Streptococcus pyogenes) immédiatement en 3’ du protospacer dans la 
molécule d’ADN ciblée. Le complexe Cas9-ARN clivera alors les deux brins d’ADN dans 
le protospacer et produira des extrémités franches (Figure 1.7) qui sont propices à initier la 
HR. Il a aussi été démontré qu'il était possible de fusionner les deux ARNs en une seule 
molécule  appelée gRNA (ARN guide) tout en conservant l'activité de l'enzyme (Jinek et al., 
2012). En exprimant Cas9 et un gRNA, il est donc possible de créer des bris double brin 
dans n’importe quelle séquence contenant un PAM en choisissant la séquence du spacer.  
 
 
La capacité de choisir les sites de coupure de Cas9 offre de grandes possibilités pour la 
modification de séquences d'ADN. De plus, ce système a été adapté pour être fonctionnel 
dans plusieurs organismes tels que S. cerevisiae (Dicarlo et al., 2013), Streptococcus 
pneumoniae (Jiang et al., 2013), E. coli (Jiang et al., 2013), le poisson-zèbre (Hwang et al., 
2013) et les cellules humaines (Cho et al., 2013) (Mali et al., 2013). Suite aux bris double 
brin, les modifications ont été apportées à l'aide des différents mécanismes de réparation de 
l’ADN. Ces mécanismes incluent la HR et la réparation par jonction non homologue (NHEJ) 
qui est retrouvée chez certains organismes, dont S. cerevisiae. Ce dernier mécanisme n'offre 
toutefois pas beaucoup de latitude en termes de modifications par rapport à la HR, car elle 
n’incorpore que des mutations aléatoires lors de mauvaises jonctions entre deux portions de 
la coupure. Il est même suggéré d’éliminer cette voie de réparation pour éviter que des 
modifications non spécifiques se produisent aux séquences ciblées par Cas9 (Maruyama et 
al., 2015). La possibilité de modifier facilement le site de coupure de l'enzyme permet 
d’augmenter la fréquence de HR à des régions précises du génome en forçant l’apparition 
de bris double brin, qui autrement se produisent par hasard. De plus, ce système ne dépend 
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pas de l'utilisation de marqueurs de sélection. En créant des mutations qui affectent le site 
de coupure ciblé par l’enzyme, seules les cellules ayant fait les recombinaisons nécessaires 
pour que le protospacer soit modifié seront en mesure de croître, les autres ayant leur 
génome constamment clivé. Les mutations à incorporer peuvent donc être sélectionnées sans 
qu’elles soient couplées à un marqueur, car la recombinaison en elle-même est l’événement 
sélectionné. Des modifications ont été obtenues avec une fréquence de près de 100% (Jiang 




Figure 1.7. Aperçu du système Cas9 et de son fonctionnement. A) La protéine Cas9 complexée 
avec son ARN guide (fusion du tracrRNA et du crRNA) liant sa région cible sur un chromosome. La 
séquence du spacer est représentée en vert dans le gRNA. B) Types de réparations possibles à la 
suite de la coupure double brin. Figure adaptée de (Ramalingam et al., 2013).  
 
 
Le principal inconvénient de cette méthode vient du fait que des coupures non spécifiques 
se produisent dû à une certaine tolérance de mésappariement dans les bases qui sont 
reconnues par l’enzyme (Hsu et al., 2013). Différentes modifications ont été apportées à ce 
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système pour augmenter sa spécificité. L’une des premières méthodes développées dans ce 
contexte consiste en l’utilisation d’une version mutée de Cas9 qui crée des coupures simple 
brin au lieu de double brin (Shen et al., 2014). Cette variante de la protéine demande que 
deux gRNA soient utilisés pour que chaque brin soit clivé, ce qui rend les coupures double 
brin non spécifiques beaucoup moins fréquentes. En effet, la chance que les deux gRNA 
ciblent la même séquence par erreur est beaucoup moins élevée que la chance qu’un seul 
gRNA reconnaisse une séquence non spécifique. Cette méthode n’a toutefois pas réussi à 
éliminer complètement les coupures non spécifiques. Une autre technique consiste à utiliser 
des gRNA plus courts qui vont reconnaître 17 bases au lieu de 20, avec la même efficacité 
pour la reconnaissance de la séquence cible (Fu et al., 2014). Cette hypothèse est basée sur 
le fait que les bases proximales au PAM sont les plus importantes pour l’appariement du 
complexe Cas9-ADN à la séquence cible, et que les plus distales serviraient en fait à donner 
un certain niveau de tolérance aux mésappariements. Cette tolérance pourrait avoir un rôle 
dans le contexte de l’immunité des bactéries pour se protéger contre de l’ADN exogène qui 
pourrait contenir certaines variations. En enlevant ces bases, on obtiendrait donc un niveau 
d’astringence plus élevé et donc moins de liaisons à des cibles non spécifiques. Cette 
méthode a notamment été combinée à la version mutée de Cas9 produisant des coupures 
simple brin pour améliorer davantage sa spécificité (Fu et al., 2014).  
 
 
Plus récemment, après avoir déterminé la structure du complexe Cas9-gRNA-ADN par 
cristallographie (Nishimasu et al., 2014), certains acides aminés ont été identifiés comme 
cibles potentielles pour réduire la force d’interaction entre l’enzyme et l’ADN. Une version 
modifiée de Cas9 (Cas9-HF1) contenant 4 mutations (N497A, R661A, Q695A et Q926A) 
s’est avérée ne pas avoir d’activité non spécifique détectable lorsqu’utilisée dans des cellules 
humaines tout en gardant plus de 85% de son activité spécifique (Kleinstiver et al., 2016), 
rendant ce système très intéressant pour l’ingénierie de génome. Dans un autre contexte, 
Cas9 a aussi été modifiée de sorte à pouvoir reconnaître d’autres séquences PAM et ainsi 
offrir plus de liberté face au choix des séquences cibles (Kleinstiver et al., 2015) dans des 
organismes avec un faible contenu en bases G et C. Une variante de la protéine dépourvue 
d’activité endonucléase a aussi été développée. Pouvant tout de même reconnaître 
spécifiquement une séquence cible, cette version de Cas9 peut être utilisée comme régulateur 
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d’expression génique (Qi et al., 2013), étendant ainsi son utilité. Par ailleurs, Cas9 a aussi 
été combinée avec le système de recombinaison lambda Red afin de sélectionner plus 
efficacement les recombinants obtenus suite à des modifications de génomes, méthode qui 
rappelle le recombineering employant l’enzyme I-SceI (Reisch and Prather, 2015). 
Finalement, le système Cas9 peut aussi être multiplexé facilement pour faire plusieurs 
modifications simultanément sans dépendre des marqueurs de sélection disponibles pour un 
organisme donné (Jakociunas et al., 2015). 
 
 
L’ensemble des différentes méthodes disponibles pour faire de l’ingénierie de génome 
permet maintenant d’effectuer assez facilement pratiquement n’importe quelle modification 
génomique désirée, et ce dans un grand nombre d’organismes. Par contre, bien que nous 
possédions maintenant une vaste gamme d’outils d’ingénierie de génomes, il est tout de 
même possible que les mécanismes cellulaires de l’organisme avec lequel nous travaillons 
interfèrent avec les modifications qui lui sont apportées. C’est pour cela que nos 
connaissances sur le fonctionnement global de ces organismes sont aussi extrêmement 
importantes pour bien planifier la conception, la construction ou la modification de circuits 
géniques synthétiques. Le domaine de la biologie des systèmes qui a pour objectif de 
développer une compréhension globale des organismes basée sur des données provenant de 
différents niveaux (génomique, transcriptomique, protéomique, etc.) (Chuang et al., 2010) 
(Kohl et al., 2010) est donc hautement complémentaire à la biologie synthétique.  
 
 
1.1.3 Modélisation de cellules à l’échelle génomique 
 
 
Malgré nos aptitudes toujours grandissantes à manipuler et lire l’ADN, il reste difficile de 
concevoir efficacement des circuits génétiques de façon rationnelle. Le défi relève 
principalement de la difficulté à prévoir l’ensemble des interactions possibles entre un circuit 
génique donné et le châssis cellulaire dans lequel il est implanté (Borkowski et al., 2016). 
En effet, même si plusieurs organismes modèles ont été étudiés de manière intensive depuis 
un grand nombre d’années, aucune cellule n’est entièrement comprise pour le moment. À ce 
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jour, l’un des meilleurs modèles du fonctionnement global d’une cellule demeure celui du 
métabolisme et de l’expression génique de la bactérie E. coli K-12 MG1655 (iOL1650-ME) 
(O’Brien et al., 2013). Ce modèle inclut 1650 des ~4500 gènes prédits de cette bactérie, et a 
d’ailleurs déjà été utilisé pour prédire les changement dans l’expression génique en simulant 
la croissance de la souche dans différents milieux (Ebrahim et al., 2016). Ce type de modèle 
représente un outil très intéressant pour guider l’ingénierie de génome afin d’optimiser la 
production de certains métabolites (King et al., 2015), mais la création d’un tel modèle 
demande toutefois une quantité de travail phénoménale. En effet, la construction du modèle 
d’E. coli a débuté en 1990 et est toujours en cours, l’inclusion de nouveaux gènes étant de 
plus en plus ardue (McCloskey et al., 2013) puisque chaque nouveau gène ajouté peut 
interagir avec ceux déjà inclus dans le modèle. De plus, ~1400 séquences codantes prédites 
chez E. coli n’ont toujours pas de fonction connue (selon la base de donnée BioCyc consultée 
le 24 janvier 2017, https://biocyc.org/) et doivent d’abord être caractérisées afin d’être 
incluses dans le modèle. La difficulté de devoir travailler avec des organismes modèles qui 
sont très complexes reste donc le principal défi au développement de méthodes rationnelles 
pour la création de circuits génétiques synthétiques.  
 
 
1.2 Les génomes minimaux 
 
 
L’environnement naturel des organismes modèles utilisés en biologie synthétique est 
extrêmement différent des conditions contrôlées retrouvées en laboratoire. Ces organismes 
sont généralement maintenus en monoculture où leur environnement y varie seulement dû 
aux composés qu’ils consomment et produisent. Dans ce contexte, les microorganismes ne 
sont pas en compétition face à d’autres espèces et la majorité des nutriments dont ils ont 
besoin leur sont fournis à l’excès. Nous pouvons alors supposer que de nombreux gènes 
essentiels à leur survie dans leur habitat naturel deviennent facultatifs en condition de 
laboratoire. Ces gènes contribuent à la complexité de ces organismes sans offrir d’avantages 
réels dans des conditions précises et contrôlées et peuvent compliquer leur étude et leur 
manipulation. La création de châssis cellulaires réduits spécialement conçus pour la biologie 
synthétique a donc été proposée. En ne conservant que les éléments essentiels du génome 
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d’une bactérie, il serait en théorie plus facile d’y intégrer des circuits génétiques artificiels 
de manière rationnelle, car le nombre d’éléments qui pourraient interagir et interférer avec 
ceux-ci serait moindre. De plus, de tels organismes seraient beaucoup plus facilement 
modélisables de sorte qu’il serait possible d’obtenir des modèles cellulaires exhaustifs 
beaucoup plus rapidement. Avec de tels outils, nous pourrions déterminer avec précision les 
flux métaboliques et prédire comment ceux-ci pourraient être affectés par l’ajout d’un circuit 
génétique d’intérêt et vice-versa. De plus, de telles prédictions nous permettraient de bâtir 
plus facilement des circuits de façon rationnelle qui utiliserait ces flux métaboliques de façon 
optimale. Il serait ainsi possible maintenir la stabilité des circuits et du métabolisme central 
du châssis en les rendant interdépendants.  
 
 
La connaissance des éléments essentiels du génome d’un organisme possède des 
implications fondamentales quant à la compréhension de la vie qui dépassent les applications 
en biologie synthétique. Par conséquent avant que ce domaine n’émerge, certains groupes 
de recherche ont déjà tenté d’identifier l’ensemble des gènes essentiels de plusieurs 
organismes modèles (Baba et al., 2006), (Ji et al., 2001) (Giaever et al., 2002). Ce type 
d’étude a entre-autre été utilisé afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques 
potentielles pour orienter la découverte de nouvelles classes d’antibiotiques contre des 
organismes pathogènes (Akerley et al., 1998) (Forsyth et al., 2002) (Jacobs et al., 2003). En 
cherchant à atteindre ces différents objectifs, plusieurs techniques ont été mises au point au 
cours des années pour identifier les gènes essentiels chez différents organismes. 
 
 
1.2.1 Interruptions et répressions géniques à grande échelle 
 
 
Trois méthodes principales ont été développées pour interrompre l’expression génique d’un 
organisme pour identifier les gènes importants pour la survie d’un organisme donné dans un 
environnement précis (Figure 1.8). Ces méthodes, très différentes au niveau de leur 
fonctionnement, sont la mutagénèse par transposon, la répression transcriptionnelle et la 
délétion génique. La mutagenèse par transposons a été utilisée chez plusieurs organismes tel 
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que Pseudomonas aeruginosa (Jacobs et al., 2003), Streptococcus pneumoniae (Opijnen et 
al., 2009), Caulobacter crescentus (Christen et al., 2011), Mycoplasma genitalium (Glass et 
al., 2006; Hutchison III et al., 1999), Mycoplasma pulmonis (French et al., 2008), Salmonella 
typhi (Langridge et al., 2009), Burkholderia cenocepacia (Wong et al., 2016), Rhizobium 
leguminosarum (Perry et al., 2016) et Haemophilus influenzae (Akerley et al., 2002). Dans 
le contexte de cette méthode le génome de l’organisme d’intérêt est criblé d’insertions 
aléatoires de transposons. L’interruption d’un gène ou d’une région régulatrice essentielle 
empêchera la croissance de l’organisme étudié. Cela rend ainsi possible l’identification des 
éléments non essentiels à la survie de cet organisme en étudiant les mutants toujours capables 
de croître suite à l’expérience de mutagénèse. Cette technique a pour avantage de générer 
facilement de nombreux mutants de façon aléatoire, ce qui permet un balayage presque 
complet du génome. Une résolution allant jusqu’à une insertion à chaque huit nucléotides a 
notamment été atteinte grâce à cette méthode (Christen et al., 2011). Une telle résolution a 
même permis de corriger certaines annotations du génome en repositionnant des codons de 
d’initiation de la traduction pour certaines ARN codant pour des protéines, de localiser 
certains ARN non codants et même d’observer la présence de domaines protéiques essentiels 
et non essentiels dans une même séquence codante.  
 
 
Pour d’autres organismes, les mutants d’interruptions géniques ont plutôt été obtenus par 
délétion en utilisant le recombineering. Une telle approche a entre autre été utilisées chez E. 
coli (Baba et al., 2006), S. cerevisiae (Giaever et al., 2002), et Bacillus subtilis (Kobayashi 
et al., 2003). Cette méthode permet de cibler spécifiquement les gènes et régions à 
interrompre à l’aide d’homologies de séquences. Chaque gène peut donc être ciblé 
individuellement, ce qui n’est pas garanti avec les transposons si la densité d’insertion n’est 
pas assez élevée. En effet, il est possible que ces derniers ne puissent pas s’intégrer dans une 
région donnée en raison de la nature aléatoire des insertions ou bien en conséquence au biais 
d’insertion des transposases (Green et al., 2012). L’utilisation du recombineering est 
toutefois beaucoup plus laborieuse à exécuter puisqu’il faut cibler chaque gène 
individuellement et qu’elle requiert la disponibilité d’un protocole de recombinaison robuste 





La troisième méthode consiste à inhiber l’expression des gènes en utilisant des ARN antisens 
(Forsyth et al., 2002) (Ji et al., 2001). Les ARN sont produits à partir d’ADN génomique 
(ADNg) fragmenté et cloné dans un vecteur d’expression avec un promoteur inductible. Le 
vecteur est ensuite introduit dans l’organisme et, dans les cas où l’ARN produit peut 
s’hybrider à un autre ARN, mène à l’atténuation de l’expression du gène correspondant au 
transcrit qui peut être dégradé ou n’est simplement plus disponible pour la traduction 
(Thomason and Storz, 2010). En observant les différents vecteurs en condition induite et non 
induite, il est alors possible d’identifier les gènes essentiels en analysant les clones qui 
croissent seulement en absence d’inducteur. Chaque vecteur potentiel doit ensuite être 
séquencé pour s’assurer que l’ARN qu’il produit correspond à l’antisens d’un gène et qu’il 
ne comporte aucun site de liaison du ribosome. Cette étape sert à éliminer les faux positifs 
qui pourraient résulter de l’expression de protéines ou peptides influençant la croissance de 
la bactérie et sert aussi à déterminer le gène qui est atténué grâce à la séquence de l’ARN 
produit. La méthode de répression génique par ARN antisens demande donc des étapes 
supplémentaires pour éliminer les faux positifs, mais celle-ci permet de créer de nombreux 
clones très facilement. Une autre variante de la méthode de répression génique a aussi été 
développée récemment (Peters et al., 2016). Celle-ci utilise une version de la protéine Cas9 
ne possédant pas d’activité endonucléase (dCas9). Cette méthode a été utilisé pour réprimer 
individuellement l’ensemble des gènes de Bacillus subtilis, permettant ainsi d’identifier de 
nombreux gènes essentiels en plus d’associer certains phénotypes à des gènes de fonction 
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Figure 1.8. Différentes méthodes développées pour l’identification des gènes essentiels chez 
divers organismes. Dans le cadre de chaque méthode, les gènes essentiels sont identifiés lorsque 
l’organisme ne peut plus croître à la suite de leur interruption. Plusieurs méthodes ont déjà été 
utilisées pour procéder à l’interruption. A) L’utilisation de la mutagenèse par transposons avec 
détection des sites d’insertion par séquençage Sanger. B) L’utilisation de mutagenèse par transposons 
suivie d’une détection des sites d’insertion par séquençage à haut débit. C) L’utilisation d’ARN 
antisens pour identifier les gènes essentiels. Un ARN complémentaire à un gène cible est exprimé de 
façon inductible pour réprimer l’expression du gène. Si la bactérie ne peut croître lorsqu’il y a 
expression de l’ARN, le gène cible est identifié comme essentiel. D) Utilisation de recombinaison 
homologue pour interrompre les gènes. Lorsque l’interruption d’un gène empêche la croissance de 
l’organisme, il est considéré comme essentiel. Figure adaptée de (Juhas et al., 2011). 
 
 
La mutagenèse par transposons a été la méthode la plus utilisée et a aussi évolué au fil du 
temps, entre autre au niveau des techniques pour identifier les gènes interrompus. Le 
séquençage des sites d’insertion des transposons à l’aide de la méthode Sanger a d’abord été 
la méthode la plus utilisée, puisque le séquençage à haut débit était inexistant ou encore 
difficilement accessible à l’époque des études susmentionnées. Les méthodes utilisées 
variaient surtout au niveau de la production des matrices de séquençage. Dans certains cas, 
l’ADNg ou des produits de PCR d’ADNg ont été utilisés comme matrice pour séquencer les 
sites d’insertion  à l’aide d’une amorce s’hybridant à une séquence à l’intérieur du transposon 
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et orientant l’élongation vers l’extérieur du transposon (Jacobs et al., 2003) (Glass et al., 
2006). La technique de la PCR inverse (inverse PCR en anglais, à ne pas confondre avec la 
RT-PCR qui implique une transcription inverse) a aussi été utilisée  dans certaines études 
(French et al., 2008) (Hutchison III et al., 1999). Cette méthode consiste à fragmenter 
l’ADNg avec des enzymes de restriction dont le site de reconnaissance se trouve dans les 
transposons. Les fragments d’ADN sont ensuite circularisés et, à l’aide d’amorces se liant à 
l’origine de manière divergente dans le transposon, la séquence du site d’insertion est 
amplifiée. Avec l’apparition du séquençage à haut débit, la technologie Illumina (Bentley 
and Balasubramanian, 2008) a souvent été utilisée pour identifier les sites d’insertion 
(Christen et al., 2011) (Langridge et al., 2009) (Opijnen et al., 2009). En réponse à la quantité 
massive de données de séquençage générées dans le contexte de ces expériences, plusieurs 
algorithmes et programmes ont été développés pour analyser ces données, tels que Tn-HMM 
(DeJesus and Ioerger, 2013), ITIS (Jiang et al., 2015), PIMMS (Blanchard et al., 2015) et 
Tn-seq explorer (Solaimanpour et al., 2015). L’utilisation du séquençage à haut débit a 
grandement facilité ces études. Cette technique permet d’identifier les gènes essentiels des 
bactéries de façon beaucoup plus rapide et économique en plus de générer davantage de 




Les différents projets d’interruptions géniques ont permis d’identifier les gènes essentiels de 
plusieurs organismes tel que E. coli et B. subtilis. De façon intéressante, on remarque une 
grande diversité quant au nombre total de gènes essentiels pour chaque espèce (Juhas et al., 
2011), allant de 150 à plus de 500 chez les bactéries (Tableau 1.1). Malgré cette variabilité, 
certains groupes de gènes semblent essentiels chez toutes les espèces étudiées, et ce même 
si celles-ci ont été cultivées dans des conditions différentes. Parmi ces groupes, les gènes 
reliés à la maintenance de l’ADN (réplication, synthèse des nucléotides), la transcription 
(sous-unités de l’ARN polymérase) et la traduction (ARN et protéines ribosomales, ARN de 
transfert) sont généralement essentiels à la survie des organismes étudiés lorsqu’ils sont 
présents en une seule copie dans le génome. Dans chacun des cas étudiés jusqu’à maintenant, 
certains gènes essentiels n’ont aucune fonction connue ou prédite, indiquant ainsi qu’il est 
probable que certains mécanismes cellulaires essentiels ne soient pas encore définis. Au 
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niveau métabolique, la glycolyse était généralement essentielle peu importe l’organisme 
étudié (Hutchison III et al., 1999; Kobayashi et al., 2003). Aussi, les gènes responsables de 
la synthèse de la membrane cellulaire sont généralement essentiels (Christen et al., 2011; 
Kobayashi et al., 2003; Langridge et al., 2009). Ces études ont souvent noté que certains 
gènes spécifiques à une espèce ou un genre bactérien sont essentiels. On peut supposer que 
certains organismes font appel à différentes méthodes pour exécuter les mêmes fonctions ou, 
que de par leur physiologie, doivent exécuter certaines fonctions supplémentaires. De plus, 
la plupart des organismes utilisés dans ces études ont été cultivés dans des milieux différents, 
ce qui a certainement eu un impact sur quels gènes étaient essentiels. Finalement, les 
différentes méthodes d’interruption génique partagent toutes une même faiblesse : elles ne 
permettent pas de détecter les gènes essentiels présents à plus d’une copie dans le génome. 
Ces gènes à fonction redondante sont souvent classés non-essentiels puisque chaque copie 
du gène peut individuellement compenser l’interruption de l’autre. Il faut donc bien sûr 
interrompre les deux copies simultanément afin de découvrir l’essentialité de ces gènes, un 
































7346 526 7,16 (Perry et al., 2016) 
Burkholderia 
cenocepacia 
7261 383 5,27 (Wong et al., 2016) 
Saccharomyces 
cerevisiae 
6131 1105 18,02 (Giaever et al., 2002) 
Pseudomonas 
aeruginosa 
5571 364 6,53 (Jacobs et al., 2003) 
Salmonella enterica 
Typhi 
4637 356 7,68 (Langridge et al., 2009) 
Shigella flexneri 4520 481 10,64 (Freed et al., 2016) 
Escherichia coli 4453 303 6,80 (Baba et al., 2006) 
Bacteroides fragilis 4326 550 12.71 (Veeranagouda et al., 2014) 
Bacillus subtilis 4101 271 6,61 (Kobayashi et al., 2003) 
Caulobacter 
crescentus 
3876 480 12,38 (Christen et al., 2011) 
Staphylococcus 
aureus 
2732 150 5,49 (Ji et al., 2001) 
Streptococcus 
pneumoniae 
2087 398 19,07 (Opijnen et al., 2009) 
Streptococcus uberis 1858 196 10.55 (Blanchard et al., 2016) 
Haemophilus 
influenzae 1725 478 27,71 (Akerley et al., 2002) 
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Helicobacter pylori 1590 344 21,64 (Salama et al., 2004) 
Mycoplasma pulmonis 782 461 58,95 (French et al., 2008) 
Mycoplasma 
genitalium 
482 382 79,25 
(Glass et al., 2006; Hutchison III 
et al., 1999) 
 
 
1.2.2 Analyses génomiques comparatives 
 
 
Parallèlement aux études d’interruptions et de répressions géniques, la  composition du 
génome minimal d’une bactérie a aussi été explorée à l’aide d’analyses génomiques 
comparatives. Cette approche a comme prémisses que les gènes essentiels à la vie devraient 
être retrouvés chez toutes les bactéries (Mushegian and Koonin, 1996). Brièvement, cette 
méthode consiste à séquencer le génome complet de différents organismes, pour ensuite les 
comparer et identifier les éléments qu’ils partagent (Koonin, 2003). Le séquençage d’ADN 
et l’assemblage de génomes font donc partie intégrante de ces études. Les méthodes de 
séquençage sont maintenant très variées (résumées dans cette revue (Goodwin et al., 2016)) 
et fournissent toutes de plus ou moins longues séquences qui doivent ensuite être assemblées 
afin de reconstituer la séquence du génome complet d’un organisme.  
 
 
1.2.2.1 Assemblage de génomes 
 
 
L’assemblage des génomes bactériens se fait principalement par des programmes bio-
informatiques qui suivent généralement une de ces deux approches : l’utilisation d’un graphe 
de de Bruijn ou le consensus par chevauchement (Overlap-layout-consensus ou OLC) 
(Nagarajan and Pop, 2013). Ces deux types d’assembleurs combinent les séquences pour 
créer des contigs qui peuvent ensuite être ordonnés en échafauds lorsque des séquences en 
paires sont fournies. Les séquences répétées représentent le défi le plus important des 
assembleurs, qu’elles soient présentes sous la forme de répétitions en tandem ou bien de 
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duplications. Il arrive que les séquences fournies ne sont pas assez longues ou les paires pas 
assez espacées pour déterminer clairement la longueur ou les séquences limitrophes à une 
répétition. Dans ce genre de situation l’élongation des contigs est interrompue, car les 
algorithmes éviteront ainsi de commettre des erreurs d’assemblage. Par contre, certaines 
approches existent pour résoudre les répétitions plus courtes ce qui permet quand même d’en 
assembler une partie avec un bon niveau de confiance. Les deux types d’assembleurs se 
démarquent principalement par leur façon de traiter les répétitions et par leur méthode de 
construction des contigs. 
 
 
Les assembleurs qui utilisent un graphe de de Bruijn comme Ray (Boisvert et al., 2010), 
ALLPATHS (Butler et al., 2008) et SOAPdenovo (Li et al., 2010) dépendent davantage de 
la qualité des séquences qui leur sont fournies. Le graphe représente toutes les possibilités 
d’homologie parfaite de k-1 nucléotides entre les séquences à partir d’un fragment d’une 
longueur de k nucléotides (k-mer, voir Figure 9). À mesure que les séquences alignées font 
croître le graphe, il arrive que différentes possibilités permettent son prolongement, ce qui 
crée des ramifications qui correspondent à chacune des possibilités. L’assembleur utilise 
alors différentes informations fournies grâce aux métadonnées des séquences pour choisir 
quelle(s) ramification(s) correspond(ent) réellement au génome. Ces informations peuvent 
être la longueur des séquences ou bien la distance entre les deux membres d’une paire et 
peuvent indiquer quelle voie suivre. Le prolongement du graphe s’arrête lorsqu’il est 
impossible de déterminer quelle ramification prendre ou qu’il n’y a plus d’homologie 
possible entre les k-mer. La qualité d’un assemblage avec ce genre d’algorithme dépend 
énormément de la qualité des séquences ainsi que de la taille des k-mer. Ces assembleurs ne 
prennent pas en compte les scores de qualité fournis dans les données de séquençage et 
discriminent ainsi moins bien les séquences déjà identifiées comme moins fiables. Il faut 
aussi généralement effectuer de multiples assemblages pour déterminer la meilleure 
longueur de k-mer à utiliser afin d’éviter les erreurs d’assemblage. Des k-mer trop petits 
amènent une trop grande quantité de ramifications possibles, alors que des k-mer trop grands 
épuisent rapidement les possibilités de prolongation du graphe. Les assembleurs utilisant le 
graphe de de Bruijn ont par contre l’avantage de pouvoir gérer plus facilement les courtes 
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Figure 1.9. Aperçu de la stratégie utilisée par un assembleur basé sur le graphe de de Bruijn. 
A) Représentation naïve du graphe de de Bruijn. Chaque case contient une séquence de longueur k 
(k-mer, dans ce cas les k-mer sont de 7 nucléotides) qui possède une homologie parfaite de longueur 
k-1 (6 nucléotides ici) avec la séquence suivante. Une ramification se forme lorsque deux séquences 
différentes respectent l’homologie. Adapté de http://www.homolog.us/blogs. B) Approche de 
résolution d’un assembleur basé sur le graphe de de Bruijn lors de l’apparition de ramifications. Lors 
de la prolongation du graphe, plusieurs scénarios possibles se sont présentés pour progresser (A-D, 
A-B, C-B et C-D). La séquence 1 étant plus longue, celle-ci permet de déterminer que le chemin C-
D doit être utilisé. La paire de séquences permet de construire le chemin A-B. Les séquences 2, 3 et 
4 ne donnent pas d’informations suffisantes pour déterminer les chemins à suivre et s’il n’y avait que 
ces séquences, les contigs ne seraient pas assemblés. Ces informations permettent de déduire que les 




Les assembleurs OLC comme Newbler (Margulies et al., 2005), Celera (Myers et al., 2000) 
et SGA (Simpson and Durbin, 2012) créent plutôt des séquences consensus générées à l’aide 
de chevauchement de séquences complètes (Figure 1.10). Ces séquences sont d’abord 
alignées les unes aux autres pour déterminer chaque chevauchement possible. Lorsque ces 
derniers sont identifiés, une séquence consensus est générée à partir des séquences 
participant aux chevauchements. Les contigs sont délimités quand un consensus ne peut être 
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généré, par exemple lorsque plusieurs possibilités permettent de continuer l’élongation du 
consensus ou qu’il n’y a plus de chevauchement jugé assez fiable. Ces assembleurs ont 
généralement de la difficulté à gérer les répétitions dans un génome. Lorsque les séquences 
fournies sont trop courtes ou qu’aucune paire ne traverse de part et d’autre une répétition, ils 
arrêtent l’élongation des contigs et cherchent à créer des échafauds plutôt que d’ajouter des 
séquences qui peuvent être erronées. Ces assembleurs sont donc très fiables quant aux 
séquences consensus qu’ils fournissent, car l’utilisation d’un consensus permet de corriger 
certaines erreurs de séquençage et font preuve de prudence lorsque des répétitions 
surviennent. Toutefois, étant donné qu’ils ont davantage tendance à fragmenter 
l’assemblage, les assembleurs OLC augmentent le travail de finition du génome complet 
puisqu’ils génèrent un nombre plus élevé de contigs par rapport aux assembleurs basés sur 
le graphe de de Bruijn. Ils sont aussi moins efficaces pour gérer les séquences plus courtes 














Figure 1.10. Stratégie utilisée par un assembleur de type OLC. A) Alignement des séquences 
pour générer un consensus. B) Lorsqu’une séquence répétée est rencontrée et que plusieurs 
combinaisons d’assemblages de séquences et de contigs sont possibles, les contigs ne sont plus 




Les problèmes des séquences répétées liées à l’utilisation de courtes séquences sont toutefois 
moins prévalents aujourd’hui, à la suite de l’avènement des technologies de séquençage de 
troisième génération (Lu et al., 2016; Rhoads and Au, 2015). Ces nouvelles techniques se 
démarquent de trois manières des précédentes : la détection des bases d’ADN est effectuée 
en temps réel, les molécules d’ADN sont séquencées de manière unique et ne nécessitent 
donc aucune amplification, et les séquences produites sont beaucoup plus longues, atteignant 
parfois quelques dizaines de milliers de paires de bases (comparativement à quelques 
centaines pour la deuxième génération). Ces techniques produisent donc des résultats 
beaucoup plus rapidement que la deuxième génération, le temps de séquençage passant de 
quelques jours à quelques heures pour compléter l’analyse d’une banque. De plus, l’absence 
d’étape d’amplification offre la possibilité de séquencer directement l’ADN natif, ce qui 
permet aussi la détection directe de modifications sur les bases d’ADN lors de la réaction 
(Flusberg et al., 2010; Simpson et al., 2017). Finalement, la génération de longues séquences 
facilite les assemblages en permettant de lire de part et d’autre les séquences répétées dans 
le génome. Cette caractéristique permet donc de déterminer la longueur de ces répétitions, 
ainsi que d’échafauder les contigs correctement. Ces longues séquences ont par contre le 
désavantage d’avoir un taux d’erreur beaucoup plus élevé (15% par pb) que celui des 
technologies de deuxième génération (moins de 2% par pb) qui doivent parfois être utilisées 
pour corriger les erreurs dans les longues séquences (Miclotte et al., 2015; Salmela and 
Rivals, 2014; Ye and Ma, 2016). Pour le moment, deux technologies de troisième génération 
sont disponibles soit la méthode SMRT (single molecule real time sequencing) (Eid et al., 
2009) de la compagnie Pacific Biosciences et la méthode de séquençage par nanopores 
(Clarke et al., 2009) de la compagnie Oxford Nanopore Technologies.  
 
 
1.2.2.2 Annotation et analyse comparative 
 
 
Une fois l’assemblage terminé, les génomes doivent être annotés pour identifier les éléments 
génétiques (cadres de lecture ouverts, promoteurs, ARN non codants, etc.) qu’ils 
contiennent. De très nombreuses ressources informatiques sont disponibles pour effectuer 
cette étape (Stothard and Wishart, 2006) (Stein, 2001). Ces programmes utilisent 
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généralement deux méthodes pour faire la prédiction des séquences. La méthode intrinsèque 
permet de prédire la position des gènes, et ce même s’ils n’apparaissent pas dans les banques 
de données publiques (Do and Choi, 2006). Dans ce cas, les programmes analysent 
uniquement la nature des séquences d’ADN qui leur sont fournies et tentent de détecter la 
présence de motifs particuliers (identifiables à travers les codons, les nucléotides et la 
séquence en acides aminés) (Beckloff et al., 2012) pour déterminer la présence de séquences 
codantes. Les programmes utilisant la méthode intrinsèque sont les seuls à pouvoir découvrir 
des gènes codant pour des protéines jusqu’alors inconnues. Des programmes comme 
GLIMMER (Salzberg et al., 1998) et GeneMark.hmm (Lukashin and Borodovsky, 1998) 
utilisent notamment ce type d’approche.  
 
 
L’autre méthode généralement utilisée par les programmes d’annotation tente plutôt 
d’identifier les éléments présents dans un organisme par homologie de séquence avec celles 
contenues dans des banques de données (Richardson and Watson, 2013); c’est ce qu’on 
appelle la méthode extrinsèque (Do and Choi, 2006). Cette méthode ne permet toutefois pas 
d’identifier des gènes codant pour des protéines trop différentes de celles qui sont déjà 
connues. Cette approche permet par contre d’avoir plus d’information concernant les 
protéines annotées, car des protéines aux fonctions ou aux domaines connus peuvent être 
directement identifiées. Il est maintenant fréquent de voir des serveurs web d’annotation qui 
utilisent les deux approches pour permettre de meilleures prédictions. RAST (Aziz et al., 
2008), IMG (Markowitz et al., 2006) et le serveur d’annotation du JCVI (John Craig Venter 
Institute) en font partie. Étant donné la grande variété de programmes disponibles, le choix 
du programme à utiliser dépend des besoins et des préférences de l’utilisateur. Il est donc 
parfois nécessaire d’utiliser plusieurs programmes pour obtenir un résultat optimal (Reese 
et al., 2000) (Bakke et al., 2009). 
 
 
Lorsque l’annotation de plusieurs génomes est complétée, ceux-ci peuvent être comparés. 
La comparaison de génomes est un outil puissant qui a entre autres été utilisée pour 
comprendre l’évolution d’espèces bactériennes (Kettler et al., 2007) ou déterminer les 
éléments qui définissent les différences phénotypiques de plusieurs pathogènes d’une même 
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espèce (Galac and Lazzaro, 2012). D’un côté plus hypothétique, cette approche a aussi été 
utilisée pour tenter d’identifier les éléments du génome de LUCA (last-universal common 
ancestor, le dernier ancêtre commun à tous les règnes de la vie) et d’un génome minimal 
(Koonin, 2003). Dans l’optique d’obtenir la séquence du génome minimal nécessaire à la 
vie, plusieurs études ont comparé des génomes pour déterminer les éléments conservés à 
travers chacun d’eux. Les programmes BLASTP (Altschul et al., 1990) et CLUSTAL W 
(Thompson et al., 1994) sont parmi ceux qui ont été utilisés pour identifier les protéines 
orthologues des génomes analysés (c’est-à-dire les protéines ayant des séquences et des 
fonctions prédites similaires se retrouvant dans des organismes différents).  
 
 
Des études ayant comparé deux (Mushegian and Koonin, 1996), cinq (Gil et al., 2004), sept 
(Klasson and Andersson, 2004), 34 (Harris et al., 2003), 45 (Brown et al., 2001), 100 
(Koonin, 2003) et 147 (Charlebois and Doolittle, 2004) génomes de provenances différentes 
ont déjà été publiées. Ces travaux dévoilent une tendance à voir diminuer le nombre de gènes 
conservés quand le nombre d’espèces comparées augmente. On remarque aussi que lorsque 
différentes souches d’une même espèce ou d’espèces parentes sont comparées, le nombre de 
gènes conservés est beaucoup plus élevé (Tableau 1.2). Ce phénomène peut s’expliquer entre 
autres par le NOGD (non-orthologous gene displacement), défini comme étant la présence 
de gènes n’ayant pas de séquence similaire, mais possédant une fonction similaire (Koonin, 
2003). Ces gènes ne sont donc pas identifiés comme conservés, même si leur fonction l’est. 
De plus, il est raisonnable de penser que des organismes vivants dans des milieux semblables 
subiront des pressions sélectives similaires et évolueront parallèlement. Ces analyses 
génomiques comparatives ont donc contribué à mettre en évidence la grande diversité des 
microorganismes et ont aussi mené à une remise en question du concept d’espèces chez les 















4 souches de 
Providencia 
3293 (Galac and Lazzaro, 2012) 
2085 souches 
d’E. coli 
3188 (Land et al., 2015) 
50 souches de 
Sinorhizobium 2751 (Sugawara et al., 2013) 
13 souches de 
Listeria 
2032 (den Bakker et al., 2010)  
12 souches de 
Prochlorococcus 
1273 (Kettler et al., 2007)  
19 souches de 
Porphyromonas 
gingivalis 
1037 (Chen et al., 2017) 
37 souches 
d’Enterococcus 




567 (Makarova et al., 2006) 
5 endosymbiotes 
d’insectes 277 (Gil et al., 2004) 
M. genitalium et 
H. influenzae 
256 (Mushegian and Koonin, 1996) 
20 mycoplasmes 196 (Liu et al., 2012) 
7 génomes 156 (Klasson and Andersson, 2004) 
34 génomes 80 (Harris et al., 2003)  
100 génomes 63 (Koonin, 2003)  
130 génomes 
bactériens et 17 
génomes archéens 











1.2.3 Synthèse et réduction de génomes 
 
 
Les techniques d’interruption ou de répression géniques et les analyses génomiques 
comparatives ont pendant longtemps été les principaux moyens pour tenter de déterminer 
les gènes essentiels au fonctionnement d’une cellule. Ces méthodes de prédiction sont 
toutefois imparfaites, en raison de certains biais inhérents à leur utilisation. Le véritable 
contenu d’un génome minimal ne peut être réellement déterminé qu’avec la construction 
d’un organisme minimal (bottom-up) ou bien la réduction du génome d’un organisme déjà 
existant (top-down). La construction d’une cellule vivante à partir de composantes de base 
comme l’ADN, les lipides et les acides aminés est un  défi colossal que certain groupes 
tentent de relever (Jewett and Forster, 2010) (Forster and Church, 2006). Cette approche est 
limitée par notre manque de connaissances sur le fonctionnement intégral d’une cellule, ce 
qui restreint les avancées à des systèmes extrêmement simples. Un exemple de progrès dans 
cet axe de recherche a été la construction de systèmes de synthèse de protéines acellulaires 
qui sont en mesure de produire des molécules d’intérêt, mais incapables de se répliquer 
(Karim and Jewett, 2016). D’autres groupes de recherche ont développé des protocellules 
contenant de l’ARN (Chen et al., 2004) ou des peptides (Adamala and Szostak, 2013) 
capables de se reproduire et chez lesquelles des signes d’évolution ont pu être observés. 
Cependant, ces cellules primitives ne contenaient pas de véritable programme génétique. 
Malgré ces progrès intéressants, il reste énormément de travail à faire avant d’être en mesure 
de construire une cellule complète à partir de molécules choisies. C’est plutôt la réduction 




À ce jour, un seul projet de réduction de génome a été mené jusqu’au bout. L’équipe du 
chercheur John Craig Venter a été en mesure de construire une bactérie au génome réduit 
basé sur la bactérie Mycoplasma mycoides sous-espèce capri (Hutchison III et al., 2016). 
Cet exploit est le résultat de nombreuses années de recherche et de développement qui a 
débuté par l’amélioration de l’assemblage d’oligonucléotides. Dans projet pilote, le génome 
complet du phage ΦX174 (5386 pb) a pu être assemblé en utilisant une méthode appelée 
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l’assemblage par polymérase cyclique (PCA, polymerase cycling assembly) (Smith et al., 
2003). En améliorant leur méthode d’assemblage pour créer la méthode Gibson, l’équipe de 
J.C. Venter a été en mesure de synthétiser le génome complet de la bactérie Mycoplasma 
genitalium dans S. cerevisiae (Gibson et al., 2008a) (Gibson et al., 2008b). Cette bactérie est 
l’organisme naturel avec le plus petit génome (583 kpb) encore capable de croître de façon 
autonome en laboratoire. Elle fait partie de la classe des Mollicutes, dont les membres sont 
caractérisés par l’absence de paroi cellulaire et par la plasticité de leur membrane externe 
(Edward and Freundt, 1967). Le genre Mycoplasma regroupe des Mollicutes qui sont 
généralement des parasites intracellulaires (Razin et al., 1998). Ce genre est particulièrement 
intéressant pour la recherche du contenu d’un génome minimal  car ses membres possèdent 
de très petits génomes. Le génome de M. genitalium (Fraser et al., 1995) a été parmi les 
premiers génomes bactériens à être séquencés, suivi de près par celui de Mycoplasma 
pneumoniae (Himmelreich et al., 1996) (816 kpb). L’absence de paroi des Mollicutes est 
aussi avantageuse en facilitant la transformation de fragments d’ADN de très grande taille. 
Ceci a permis de mettre au point la méthode de transplantation de génome complet. Cette 
méthode a d’abord été mise au point afin de remplacer le génome de la bactérie Mycoplasma 
capricolum sous-espèce capricolum par celui de M. mycoides, et ainsi changer une espèce 
bactérienne en une autre (Lartigue et al., 2007). Ce protocole a ensuite été adapté pour qu’un 
génome de M. mycoides cloné dans S. cerevisiae soit transplanté dans une cellule de M. 
capricolum (Lartigue et al., 2009). La boucle s’est ensuite complétée lorsqu’en 2010 le 
génome complet de M. mycoides a été synthétisé et assemblé dans la levure à partir 
d’oligonucléotides pour être ensuite transplanté afin d’obtenir la première bactérie au 
génome synthétique, JCVI-syn1.0 (1.08 Mpb) (Gibson et al., 2010).  
 
 
La mise au point de cette méthode a permis, quelques années plus tard, la synthèse et la 
transplantation d’une version minimale du génome de M. mycoides, appelée JCVI-syn3.0 
(Hutchison III et al., 2016). Ce génome de 531 kpb, contient 473 gènes dont 149 (31,5% du 
nombre total de gènes) n’ont pas de fonction précise connue. Ce génome est le résultat de 
plusieurs étapes de réduction progressives de la bactérie d’origine. La souche bactérienne 
obtenue suite à la transplantation est maintenant l’organisme avec le plus petit génome 
pouvant croître de façon autonome en laboratoire, détrônant ainsi M. genitalium (583 kpb). 
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Il est intéressant de noter qu’une première version de ce génome dont la conception a été 
basée sur les connaissances sur cette bactérie s’est avérée non fonctionnel après une tentative 
de transplantation. Cet essai infructueux et la présence de gènes de fonctions inconnue dans 
le génome final, nous rappellent que nos connaissances ne sont pas encore suffisantes pour 
construire des génomes de façon rationnelle. La création de cette bactérie pourra cependant 
servir d’outil pour améliorer notre compréhension des systèmes biologiques.  
 
 
D’autres groupes de recherche se sont aussi intéressés à la réduction de génome de différents 
organismes. L’une des études les plus notables est l’effort de réduction du génome d’E. coli 
MG1655 par le laboratoire de György Pósfai. Ciblant d’abord les éléments mobiles 
(Kolisnychenko et al., 2002), ce groupe a été en mesure de réduire de 15,27% le génome de 
la bactérie en enlevant 743 de ses gènes (Pósfai et al., 2006). La souche intermédiaire 
MDS42 (réduite de 14,28%) s’est aussi avérée plus facilement transformable et a été par la 
suite modifiée pour avoir un taux de mutation plus faible (Csorgo et al., 2012), permettant 
ainsi de créer une souche de clonage améliorée. D’autres groupes se sont aussi intéressés à 
réduire le génome d’E. coli et ont généré les souches MS56 (Park et al., 2014), ∆16 
(Hashimoto et al., 2005), DGF-298 (Hirokawa et al., 2013) et MGF-01 (Mizoguchi et al., 
2007), possédant des génomes respectivement 23%, 29,7%, 36% et 22% plus petits que leur 
souche parente. Des effort ont également été fournis pour la réduction du génome de deux 
souches de B. subtilis, ce qui a permis d’obtenir des souches au génome 34,6% et 36,49% 
plus petit (Reuß et al., 2017). Avec l’objectif d’améliorer les systèmes d’expression 
hétérologues pour une meilleure production de molécules d’intérêt et dans le cadre du 
développement de nouvelles méthodes de réduction de génomes, les bactéries Streptomyces 
avermitilis  (Komatsu et al., 2010) (Ikeda and Satoshi, 2014) et Pseudomonas putida 
(Leprince et al., 2012) ont respectivement fait l’objet de délétions géniques substantielles.  
 
 
De manière intéressante, le projet collaboratif Synthetic Yeast Genome Project (Sc2.0) est 
le seul projet utilisant un eucaryote comme modèle de réduction. Ce groupe de chercheurs 
travaille à réduire le génome de la levure S. cerevisiae et à réorganiser chacun de ses 
chromosomes. Commençant par un projet pilote avec un bras des chromosomes IX et VI 
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(Dymond et al., 2011), ils ont ensuite reconstruit complètement le chromosome III et ont 
réduit sa taille de 13,8% (Annaluru et al., 2014). Plus récemment, ce même groupe a publié 
la synthèse et la réduction partielle des chromosomes II (Shen et al., 2017), V (Xie et al., 
2017), VI (Mitchell et al., 2017), X (Wu et al., 2017) et XII (Zhang et al., 2017a). La suite 
de leur projet les a amené à réduire la taille du génome de la levure de 6% en éliminant 
plusieurs séquences répétées, les introns non essentiels et les éléments mobiles pour créer 
une souche au génome plus stable (Richardson et al., 2017). Ce groupe utilise par ailleurs la 
synthèse de chromosomes pour modifier des sites de restrictions, des codons d’arrêt de la 
traduction, ajouter des sites de recombinaison loxPsym ainsi que des séquences spécifiques 
pour l’identification des versions synthétiques des chromosomes.  
 
 
La réduction du génome d’un organisme représente un travail colossal qui n’est pas une 
finalité en elle-même ; il s’agit plutôt de la création d’un outil de découverte pour mieux 
comprendre un organisme. Notre manque de connaissances a comme conséquence que la 
plupart des projets se réalisent par essais et erreurs avant l’obtention d’une séquence 
fonctionnelle ; des décisions arbitraires sont parfois prises concernant la délétion de certains 
gènes dont le rôle nous est inconnu. Les organismes réduits doivent ensuite être caractérisés 
pour combler notre manque de connaissance sur leur fonctionnement et nous permettre de 
mieux cerner les règles logiques qui régissent une cellule. Ces règles vont bien entendu varier 
en fonction de l’environnement dans lequel ces cellules évoluent, et selon leur propre 
composition génomique. De plus, différents châssis cellulaires peuvent aussi être mieux 
adaptés à certaines applications, ce qui rend encore plus pertinente la création d’organismes 
réduits de différentes origines phylogénétiques. 
 
 
1.3 Mesoplasma florum 
 
 
Mesoplasma florum est une bactérie faisant partie du groupe phylogénétique des 
Spiroplasmes de la classe des Mollicutes (Figure 1.11). Cette bactérie possède déjà plusieurs 
des caractéristiques recherchées chez un châssis cellulaire idéal pour la biologie synthétique. 
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En effet, M. florum possède un petit génome; celui de la souche L1 est de 783224 pb, code 
pour 680 protéines et 35 ARN fonctionnels. Cette souche possède aussi un temps de 
doublement rapide d’environ 34 minutes (Matteau et al., 2015), permettant d’obtenir des 
cultures denses en moins de 24 heures. La première caractérisation de la souche L1 a été 
effectuée en 1984 à la suite de son isolation à partir d’une fleur de citronnier (McCoy et al., 
1984). Décrite à l’époque sous le nom d’Acholeplasma florum, celle-ci a ensuite été 
renommée Mesoplasma florum (Tully et al., 1993) à la suite de la découverte de certaines 
caractéristiques atypiques du genre Acholeplasma (Navas-Castillo et al., 1992). Par exemple, 
M. florum possède un système de phosphotransférase dépendent du phosphoénolpyruvate 
pour l’importation de certains sucres et utilise le codon UGA pour le tryptophane et non 
comme codon de terminaison de la traduction, ce qui a encouragé le changement de 
nomenclature. Cette bactérie a été généralement peu étudiée, bien que des groupes de 
recherche se soient intéressés à son riborégulateur liant la 2’-désoxyguanosine (Kim et al., 
2007). Ce riborégulateur réprime l’expression du gène mfl530 codant pour la sous unité β de 
la ribonucléoside-diphosphate réductase lorsqu’il est lié par son ligand (Kim et al., 2017). 
La structure de ce riborégulateur a aussi pu être déterminée (Pikovskaya et al., 2011), puis 
davantage caractérisée en utilisant la résonance magnétique nucléaire (Helmling et al., 2017) 
(Wacker et al., 2011). D’autres études ont par exemple étudié la protéase Lon (mfl404) de 
M. florum qui dégrade les protéines sur lesquelles a été ajoutée l’étiquette ssrA (Gur and 
Sauer, 2008). Ce système a pu être adapté pour construire un système d’expression bistable 
dans lequel la protéase Lon dégrade un activateur de la transcription à la suite de l’ajout d’un 
inducteur (Huang et al., 2012). La protéase Lon a aussi été utilisée pour créer une banque de 
souches d’E. coli qui contiennent des protéines essentielles étiquetées et dont la dégradation 
inductible permet d’observer des changements phénotypiques sans affecter les étapes de 
transcription et de traduction (Cameron and Collins, 2014). Dans un autre ordre d’idées, M. 
florum a également servi de modèle pour certaines expériences de comparaison de taux de 
mutations, principalement parce que celle-ci ne possède pas de système de réparation des 
mésappariements des bases d’ADN et qu’elle possède un petit génome (Sung et al., 2012) 







En séquençant le génome d’un deuxième représentant de cette espèce (M. florum W37, 825 
824 pb (Baby et al., 2013)), le laboratoire de Sébastien Rodrigue (Université de Sherbrooke) 
a aussi contribué aux connaissances sur cette bactérie. Ce groupe de recherche a entre autres 
développé le tout premier système de plasmides réplicatifs basés sur l’origine de réplication 
du chromosome de  M. florum, ce qui constitue un outil très intéressant pour la modification 
du génome de cette bactérie. Dû à la nature de leur séquence, ces plasmides peuvent 
notamment être mobilisés par conjugaison, en plus de pouvoir s’intégrer au chromosome par 
HR. De plus, ces plasmides ont permis de valider l’utilisation du marqueur de sélection 
aadA1 chez M. florum, ce qui confère une résistance à l’utilisation combinée de 






Figure 1.11. Arbre phylogénétique de la classe des Mollicutes. Cet arbre a été généré à l’aide de 
l’alignement de la séquence de 79 protéines orthologues liées à la traduction. Figure adaptée de 
(Labroussaa et al., 2016). 
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1.4 Objectifs et hypothèses du projet de recherche 
 
 
Mon projet de doctorat se situe dans un contexte où la biologie synthétique est en plein essor 
et où les outils de biologie moléculaire sont maintenant de plus en plus puissants et pratiques 
à utiliser. Malgré notre habileté à lire et manipuler les séquences d’ADN, il nous est encore 
difficile de concevoir des circuits génétiques complexes de façon rationnelle, et nous 
sommes encore loin de comprendre tous les éléments nécessaires au bon fonctionnement 
d’une cellule. La création de cellules minimales demeure la méthode la plus directe pour 
faciliter notre compréhension des mécanismes gouvernant les cellules en nous permettant de 
travailler avec des organismes ayant une moins grande complexité. Bien qu’un premier 
organisme minimal ait pu être créé, il ne représente pour l’instant qu’un seul exemple d’un 
tel accomplissement, celui-ci ne peut pas suffire à répondre à toutes les questions soulevées 
dans le contexte de la biologie synthétique. En effet, cette bactérie minimale possède certains 
éléments qui lui sont propres et peut croître dans seulement certains milieux. 
 
 
L’organisme modèle de mon étude est M. florum, pour lequel j’ai cherché à développer de 
nouvelles méthodes de manipulation et à caractériser son génome pour planifier sa réduction. 
Cet organisme est un parent proche de M. mycoides sous-espèce capri, dont le génome a 
déjà été réduit afin de créer la bactérie JCVI-syn3.0. Mon premier objectif a été d’adapter le 
protocole de clonage et de transplantation de génome pour M. florum L1, tout en cherchant 
à caractériser davantage ce procédé. Cette partie de mon projet est décrite au chapitre 2, où 
je décris le clonage du génome de M. florum L1 dans la levure S. cerevisiae. La souche qui 
y est présentée est aussi utilisée dans un article parent auquel j’ai contribué (annexe 1) et 
dans lequel nous avons rapporté sa transplantation dans M. capricolum (Labroussaa et al., 
2016). Mon second objectif a été d’utiliser une approche de génomique comparative pour 
identifier les éléments importants qui caractérisent M. florum. Le chapitre 3 décrit ainsi le 
séquençage et l’analyse génomique comparative de 13 souches de M. florum, dont 11 qui 
n’avaient pas été étudiées auparavant. L’annexe 2 contient l’article dans lequel nous avons 
rapporté la séquence du deuxième représentant de l’espèce, M. florum W37, projet dans 








2.1 Introduction de l’article et contribution des auteurs 
 
 
Mesoplasma florum est une bactérie possédant déjà de nombreuses caractéristiques 
recherchées chez un châssis cellulaire pour la biologie synthétique. Elle possède un petit 
génome, croît rapidement et elle utilise un code génétique alternatif. Par contre, très peu 
d’outils de biologie moléculaire sont disponibles pour modifier cet organisme. Le clonage 
de génomes complets dans la levure est une des méthodes qui peuvent être utilisées pour 
permettre la modification de tels organismes. Lorsqu’un génome est cloné, il est ensuite 
possible d’utiliser la panoplie d’outils génétiques développés pour la levure pour modifier 
ce génome.  
 
 
L’article présenté dans ce chapitre présente les étapes qui ont permis de cloner le génome 
complet de M. florum L1 dans la levure S. cerevisiae VL6-48 pour pouvoir lui apporter des 
modifications. Il présente aussi comment le génome cloné affecte la levure au niveau de sa 
croissance, ainsi que dans la transcription de ses gènes, ce qui n’avait pas été étudié lors des 
précédentes expériences de clonage de génomes complets. Il démontre aussi que la 
transplantation de génome est une procédure mutagène et que la distance phylogénétique 




Pour cet article, j’ai effectué la grande majorité des expériences et des analyses ; j’ai aussi 
rédigé l’article en collaboration avec Sébastien Rodrigue, mon superviseur. Fabien 
Labroussaa et Joëlle Brodeur ont grandement contribué à la mise au point de la méthode de 
transplantation et de clonage de génome respectivement. Dominick Matteau et Géraldine 
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Gourgues ont fourni une aide technique lors de certaines expériences et D. Matteau a aussi 
participé à la révision de l’article. Carole Lartigue a supervisé le projet et m’a accueilli dans 
son laboratoire pendant un mois pour le début des expériences de transplantation; elle a aussi 
participé à la révision de l’article. 
 
Référence bibliographique : Baby V., Labroussaa F., Brodeur J., Matteau D., Gourgues G., 
Lartigue C. et Rodrigue S., (2017) Cloning and transplantation of the Mesoplasma florum 





Cloning and transplantation of the Mesoplasma florum genome 
 
Vincent Baby, Fabien Labroussaa, Joëlle Brodeur, Dominick Matteau, Géraldine 











Cloning and transplantation of bacterial genomes is a powerful method for the creation of 
engineered microorganisms. However, much remains to be understood about the molecular 
mechanisms and limitations of this approach. We report the whole-genome cloning of 
Mesoplasma florum in Saccharomyces cerevisiae, and use this model to investigate the 
impact of a bacterial chromosome in yeast cells. Our results indicate that the cloned M. 
florum genome is subjected to weak transcriptional activity, and causes no significant impact 
on yeast growth. We also report that the M. florum genome can be transplanted into 
Mycoplasma capricolum without any negative impact from the putative restriction enzyme 
encoding gene mfl307. Using whole-genome sequencing, we observed that a small number 
of mutations appeared in all M. florum transplants. Mutations also arose, albeit at a lower 
frequency, when the M. capricolum genome was transplanted into M. capricolum recipient 
cells. These observations suggest that genome transplantation is mutagenic, and that this 
phenomenon is magnified by the use of genome donor and recipient cell belonging to 
different species. No difference in efficiency was detected after three successive rounds of 
genome transplantation, suggesting that the observed mutations were not selected during the 
procedure. Taken together, our results provide a more accurate picture of the events taking 
place during bacterial genome cloning and transplantation. 








Synthetic genomics is a new biological discipline that is emerging due to the increased 
affordability and technological progress in DNA synthesis. This will allow entire genomes 
to be designed from scratch, which will in turn help unveil the fundamental rules of genome 
organization and global cell functioning. Because of the relative complexity of manipulating 
and building whole bacterial genomes, the original approach has been initiated with the 
handling and synthesis of some of the smallest bacterial genomes found in nature1. 
Mollicutes, and mycoplasmas in particular, are microorganisms that have lost much of their 
genetic material during evolution and therefore naturally possess small genomes (0.58 to 2.2 
Mbp)2. The genome of Mycoplasma mycoides subsp. capri (M. mycoides) was the first to be 
cloned as an artificial circular chromosome in the yeast Saccharomyces cerevisae and 
reintroduced into a bacterial host from a different species by a transplantation procedure3. 
The resulting cell transplants adopted the genotype and phenotype conferred by the newly 
acquired genome, thereby changing the recipient species into another4 and allowing the 
synthetic genome designs to be brought to life. This breakthrough confirmed the feasibility 
of the “whole-genome cloning and transplantation” strategy for synthetic genomics3, and 
rapidly paved the way for the chemical synthesis of the M. mycoides genome5. This 
bacterium was also used as the foundation for the recent engineering of a minimal genome6.  
 
 
Among the 11 Mollicutes genomes currently cloned in yeast3,5,7,8, five have also been 
successfully back-transplanted from yeast3,4,8. A single recipient strain, Mycoplasma 
capricolum subsp. capricolum (M. capricolum), has been used so far. Using this recipient 
bacterium, Labroussaa and colleagues have recently reported a systematic investigation of 
phylogenetic compatibility in genome transplantation and demonstrated that genome 
transplantation efficiency is higher between closely related species than phylogenetically 
more distant species8. Besides Mollicutes, the genomes of Prochlorococcus marinus9, 
Haemophilus influenzae10 and Escherichia coli11 have been reportedly cloned in yeast but 





Mesoplasma florum is a small genome bacterium originally isolated from plants and 
insects12,13. Although part of the Mollicutes class like mycoplasmas, M. florum has no known 
pathogenic potential to any organism, shows fast growth rates (doubling time of ~40 
minutes)14, and does not require any sterol for growth in axenic media15. The M. florum 
genome is small (~800kb), and genetic manipulation tools have recently been developed16. 
In addition, M. florum is currently the only example of successful genome transplantation 
between two distinct bacterial genera and constitutes the most distant compatible genome to 
the universal recipient cell M. capricolum8. M. florum is thus an interesting model to study 
the requirements and limitations of the whole-genome cloning and transplantation approach. 
Nevertheless, while this procedure has been successful, many aspects remain poorly 
understood. What are the constraints for cloning bacterial chromosomes in yeast? Are 
genomes cloned in yeast transcriptionally active? Are they more or less susceptible to 
acquire mutations than the yeast genome? What are the factors explaining compatibility 
between the recipient cell and donor genome in transplantation? How can transplantation 
rates be increased? Could genome transplantation be broadly applicable to any species? 
 
 
In this work, we describe the whole-genome cloning of M. florum in S. cerevisiae, and 
investigate the impact of carrying this additional bacterial chromosome for yeast cells. We 
also successfully transplanted the M. florum chromosome into M. capricolum, and analyzed 
the sequence of bacterial transplant genomes. Our findings provide a more accurate picture 
of the events that can affect bacterial genomes subjected to cloning and transplantation. Our 
work also constitutes a first step toward the definition of M. florum as a potential chassis of 













2.4.1 Cloning of the M. florum genome in yeast 
 
 
Based on recently described M. florum vectors16, we generated pMfl-ACH, a plasmid that 
harbours a S. cerevisiae autonomous replicating sequence (ARS), a centromere and HIS3 
nutritional marker along with the origin of replication (oriC) of the M. florum L1 genome 
(Fig. 2.1). Because of its extended homology to the chromosomal oriC locus, pMfl-ACH 
can integrate in a fraction of the population into the genome, resulting in the duplication of 
the dnaA gene16. After confirming the integration at the expected site (Fig. S2.1), a bacterial 
culture of M. florum L1-ACH was used to isolate intact chromosomes in agarose plugs and 
to transform S. cerevisiae VL6-48. Approximately 200 yeast colonies were obtained per 
transformation, and 20 out of 23 clones (~85%) contained all targeted regions of the M. 
florum genome when analyzed by PCR (Fig. S2.2). After selecting one positive clone, we 
substituted one copy of the duplicated oriC locus for a URA3 cassette, which was in turn 
replaced by an HIS3 nutritional marker (Fig. 2.1). This last modification allows the URA3 
gene to be used for genetic manipulations, while also preventing potential recombination 
events between the two dnaA loci that could result in the loss of the cloned M. florum 
chromosome. A PCR screen was designed to amplify products of different sizes located at 
every ~100 kb of the M. florum genome, allowing easy analysis by gel electrophoresis (Fig. 
2.2A). Every expected product was obtained, suggesting that the whole-bacterial genome 
was present in the yeast strain. This was further validated by PFGE using BssHII and RsrII 
restriction enzymes to digest the M. florum DNA, which cut the S. cerevisiae genome in 
small fragments and released the M. florum chromosome as a single band at the expected 
molecular weight of ~797kb (Fig. 2.2B). Following these validations of overall integrity, the 
cloned genome was also sequenced and was found to correspond to the expected sequence 
except for six SNP variants when compared to the M. florum reference sequence (RefSeq 
NC_006055.1) (Table S2.1). The selected clone was named S. cerevisiae VL6-MflL1-WT. 
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Cryo preserved aliquots made immediately before the Illumina sequencing of the VL6-
MflL1-WT strain were used to inoculate fresh cultures for every subsequent experiments. 
Figure 2.1. Experimental strategy for the generation and characterization of the M. florum 
genome cloned in S. cerevisiae. Plasmid pMfl-ACH was integrated at the oriC region of M. florum, 
generating the M. florum L1-ACH strain. The genome of this strain was then transformed in S. 
cerevisiae VL6-48. One copy of the duplicated dnaA locus, along with the HIS3 selection marker, 
were replaced by a URA3 cassette. The HIS3 gene was subsequently restored in the final construction 
(VL6-MflL1-WT strain) that was completely sequenced. The impact of the cloned M. florum 
chromosome on S. cerevisiae was characterized by measuring the growth rate, analyzing the cell 
cycle and analyzing its transcriptome. The M. florum genome was finally extracted and transplanted 





Figure 2.2. Confirmation of the whole-genome cloning of M. florum L1-ACH in S. cerevisiae 
VL6-48. (A) Multiplex PCR analysis. Amplicons were designed to have different sizes that 
correspond to regions located every ~100 kb on the M. florum L1 genome (see Figure S2.2A). The 
DNA template source is indicated at the top of the lane (Sc, S. cerevisiae VL6-48 gDNA; SM, S. 
cerevisiae VL6-MflL1-WT; L1, M. florum L1). The size of each band is indicated on the right. (B) 
Pulse-field gel electrophoresis (PFGE) of gDNA plugs made from the WT S. cerevisiae VL6-48 and 
the VL6-MflL1-WT strain. In each case, the undigested gDNA is shown (N) along with the gDNA 
digested using the RsrII restriction enzyme to cleave the yeast genome (R), and a reaction combining 
RsrII as well as BssHII (R+B) to linearize the M. florum chromosome. The size of some S. cerevisiae 
chromosomes is indicated between gels. 
 
 
2.4.2 Impact of the additional bacterial genome on yeast growth 
 
 
Little is known about the fundamental and practical implications of whole-genome cloning 
on either the yeast host or the residing bacterial chromosome. We first sought to measure if 
the growth rate of a S. cerevisiae strain carrying the M. florum genome was equivalent to a 
control strain containing p413gpd, a centromeric plasmid bearing the same replication 
elements and selection marker as pMfl-ACH. We did not observe any significant difference 
between the doubling time of a strain carrying the M. florum genome or the p413gpd control, 
either in S. cerevisiae VL6-48 or W303 (Fig. 2.3A and Fig. S2.3A). However, a minor 
difference in the cell cycle dynamics was noticed for the VL6-MflL1-WT strain, suggesting 
a slightly longer S phase (in which chromosome replication occurs) (Fig. 2.3B) and 
conversely shorter G1/G0 and G2/M stages. We carried the same experiments in S. 
cerevisiae W303-MflL1-WT but observed no significant difference in either the doubling 
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time or the cell cycle dynamics (Fig. S2.3B). Nevertheless, since S. cerevisiae VL6-48 is 
widely used for whole-genome cloning projects1,3,5,6,10,17,18 and because of more stable 




Figure 2.3. Growth analysis of S. cerevisiae VL6-48 carrying the M. florum genome. (A) The 
doubling time of S. cerevisiae VL6-MflL1-WT (M) compared to a p413gpd control (P) measured in 
SD -His medium. (B) Cell cycle analysis of the same strains using FACS. Each bar represents the 
proportion of cells in the corresponding cell cycle phase based on a population of 20,000 events from 
three biological replicates, each supported by three technical replicates. Asterisks designate 
significant differences between VL6-48 carrying M. florum genome or p413gpd plasmid for a given 
cell cycle (t-test with Welch’s correction, p < 0.05). 
 
 
2.4.3 Transcriptome profiling of yeast harbouring a bacterial genome 
 
 
We were next interested to determine if the M. florum chromosome cloned in yeast was 
actively transcribed, and if its presence had any impact on the expression of S. cerevisiae 
genes. We performed transcriptome profiling on the VL6-MflL1-WT and on VL6-48 
carrying the p413gpd plasmid as a control (Fig. 2.4). We observed that only 0.51% of the 
mapped reads aligned throughout the M. florum sequence (Fig. 2.4A), while one copy of this 
additional chromosome represents ~6.2% of the VL6-MflL1-WT reference sequence. Using 
the p413gpd strain, the background transcription signal from misaligned sequences on the 
M. florum chromosome can be evaluated to ~0.05% of the total mapped reads. Globally, the 
M. florum chromosome showed ~12.6 times less read coverage per bp than the average of 
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the 16 endogenous yeast chromosomes (Fig. 2.4B), reflecting a significantly lower 
transcriptional activity for the cloned bacterial genome. The fragments per kilobase per 
million of mapped reads (FPKM) values of each gene were also used to calculate Pearson 
correlation coefficients between the VL6-MflL1-WT and p413gpd yeast strains (Fig. 2.4C 
bottom and Fig. S2.4). We observed a high correlation between the FPKM values of the S. 
cerevisiae genes (average of 0.83) independently of the strains and replicates. However, the 
FPKM values of the M. florum genes were poorly correlated between the VL6-MflL1-WT 
replicates (Fig. 2.4C top; average of 0.09), indicating that the low level of transcription is 
initiated inconsistently across the cloned bacterial genome. We observed similar results 




The presence of a cloned bacterial genome can potentially create a burden or a stress that 
could affect gene expression in the yeast host. Transcriptome profiling identified 195 
differentially expressed yeast genes and no M. florum genes from a total set of 7072 genes 
between the VL6-MflL1-WT and p413gpd strains (Table S2.2). However, we could not 
establish any clear link between them based on gene ontology (GO), either at the biological 
process or molecular function levels. Since only 23 out of the 195 differentially expressed 
genes are of unknown function, this suggests that the absence of explicit relationship is likely 
not imputable to a lack of functional annotation in the gene set. Taken together, these results 
support the idea that the cloned M. florum genome is subjected to weak and randomly 
distributed transcriptional activity when hosted in yeast. Although some genes encoded by 
the yeast chromosomes (Table S2.2) were differentially expressed in the presence of the 
cloned M. florum genome, those changes were not reflected in the yeast’s growth or cell 
cycle and the affected genes were not enriched for a particular function. 
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Figure 2.4. RNA-seq analysis of the S. cerevisiae VL6-MflL1-WT strain. (A) Transcriptional 
overview of each chromosome of the S. cerevisiae VL6-MflL1-WT strain (top lane of each 
chromosome) compared to a strain carrying only the p413gpd plasmid (bottom lane of each 
chromosome). The signal intensity corresponds to a logarithmic transformation of the average FPKM 
value per gene from all 12 biological and technical replicates for VL6-MflL1-WT and three replicates 
for p413gpd. (B) Average number of reads mapped on the S. cerevisiae chromosome and the cloned 
M. florum chromosomes across replicates, normalized by the total number of reads mapped, the size 
of the chromosomes, and the total genome size. (C) Pearson correlation coefficients calculated on 
the average FPKM value of all genes for each biological replicate for the VL6-MflL1-WT (Mfl) and 




2.4.4 Transplantation of the M. florum genome into M. capricolum 
 
 
M. florum was previously successfully transplanted into recipient M. capricolum cells, but 
at a lower efficiency than other Mollicutes8. A well-described barrier to transplantation is 
the presence of genes encoding restriction enzymes that can cleave unmethylated DNA 
obtained from yeast when introduced in a recipient bacterium3. For this reason, a restriction 
deficient M. capricolum strain was used as the recipient cell during genome transplantation. 
A single gene, mfl307, encodes a predicted restriction endonuclease in M. florum, and was 
deleted to create S. cerevisiae VL6-MflL1-ΔRE (Fig. S2.6). This strain was compared to the 
unmodified cloned M. florum chromosome to investigate the impact of restriction enzyme 
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encoding genes present in the donor genome. Between 1 and 24 colonies were obtained per 
transplantation of genomes isolated from yeast, without any significant difference between 
the unmodified and restriction deficient mutant (transplantation rates of 21.15 ± 5.11 and 
25.64 ± 3.12 transplants per µg of gDNA respectively). The colonies showed the typical M. 
florum morphology and appeared after the expected incubation time for this species.  
 
 
We next performed DNA sequencing to confirm the genotype conversion of the transplants 
and quantify the number of mutations that might be acquired during this procedure. The 
genome of 30 transplants obtained from VL6-MflL1-WT and VL6-MflL1-ΔRE (15 each; 
see Table S2.3 for a more detailed description) were analyzed. All transplants were found to 
carry between 1 and 5 variants that were not detected by sequencing when the M. florum 
chromosome was hosted in yeast just prior to the transplantation assays (Table 2.1 and Table 
S2.1). Surprisingly, most variants were present in all the other transplants from a same 
genome transplantation experiment, raising the possibility that only a few cells acquired the 
M. florum genome during the procedure, divided and then yielded multiple isogenic colonies 
on solid medium. We then wondered if the presence of mutations and the high frequency of 
isogenic transplants could be the result of interspecies genome transplantation into M. 
capricolum. We therefore performed transplantation experiments using M. capricolum both 
as the genome donor (using chromosomal DNA isolated from a bacterial culture) and 
recipient cell. In this context, the transplantation rates reached ~240 transplants per µg of 
gDNA, approximately 80 fold more than what was obtained when the M. florum genomic 
DNA isolated from a bacterial culture was used8. Out of 23 clones sequenced from four 
independent experiments, an average of 1.0 mutation per transplant was detected for M. 
capricolum (Table S2.4), while this number reached 2.1 for M. florum obtained from yeast 
to bacteria transplantations (Table S2.1). Taking genome size into account, the M. florum 
transplants had 2.7 times more mutations per base pair than the M. capricolum transplants, 
a statistically significant difference according to both the Mann-Whitney (p <4.3x10-7) and 
Kolmogorov-Smirnov (p <2.4x10-7) tests. In addition, with the exception of the G575153A 
mutation found twice in the same experiment and once in another, the M. capricolum 




Table 2.1. Mutations found in the genome of the M. florum transplants 
Experiment Mutation Frequency 





  T605105A 5/5 
L1-T-WT-2   





 A308777T 5/5 
  T714194C 5/5 







  C325202T 5/5 
L1-T-ΔRE-1   
 A308776T
a 5/5 
  A308777G 5/5 
L1-T-ΔRE-2   
 A308776T
a 5/5 
 G309231A 5/5 
 C350596G 1/5 
 G578379A 5/5 
  T754171C 5/5 
L1-T-ΔRE-3   
  A309338G 5/5 
amutations present in more than one experiment using the same donor strain 
 
 
An intriguing possibility is that some of the mutations observed in the M. florum transplants 
(Table 2.1) could be selected by the transplantation procedure, and may increase its success 
rate. We thus re-isolated the genomes of yeast-to-bacteria M. florum L1-T-WT and L1-T-
ΔRE transplants, and reintroduced their DNA into M. capricolum recipient cells for two 
consecutive transplantation rounds. However, we could not detect any significant difference 
in genome transplantation efficiency between the first and second re-transplantation (Fig. 
2.5). The calculated rates for M. florum were 5.53 and 6.89 transplants per µg of DNA during 
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the first and second transplantation, respectively. These numbers reached 5.47 and 6.82 
transplants per µg of DNA for the ∆mfl307 mutant. Those rates were also not statistically 
different from other bacteria-to-bacteria M. florum genome transplantation previously 
performed8. 
 
Figure 2.5. Transplantation rates for consecutive genome transplantations. Starting from a first 
generation from-yeast transplantation, a second and third generation from-bacteria transplantation 
were made using the (A) VL6-MflL1-WT and (B) VL6-MflL1-ΔRE strains. An asterisk marks the 






Synthetic genomics is emerging as a new and promising biological discipline. Extensive 
modifications have been made to the E. coli chromosome19,20 and Hutchison III and 
colleagues recently reported the production of the first working approximation of a minimal 
genome6. The chemical synthesis, refactoring, and assembly of S. cerevisiae chromosomes 
was also reported21,22. As more chromosomes are subjected to extensive modifications or 
designed de novo, the underlying construction rules about the content and architecture of 
genomes are expected to emerge23. Working with different model genomes will allow testing 






Currently, whole-genome cloning and transplantation is the most advanced method for 
synthetic genomics although several basic aspects of the process are poorly understood. A 
first question was whether a cloned bacterial genome is inert or if its presence represents a 
significant burden for the yeast host. Our results demonstrated that introducing the M. florum 
genome in S. cerevisiae did not affect the yeast’s doubling time (Fig. 2.3A and Fig. S2.3A). 
We observed a slight difference in the proportion of cells in the S phase of the cell cycle 
when the M. florum genome was hosted in the S. cerevisiae VL6-MflL1-WT strain, but not 
in W303-MflL1-WT (Fig. 2.3B and Fig. S2.3B). While the reason for this discrepancy is 
unclear, the impact on yeast cells appeared to be insignificant. In addition, only weak 
transcriptional activity was observed along the entire cloned chromosome, and the Pearson 
correlations between RNA-seq signals from different replicates were close to null (Fig. 2.4). 
Given that promoter structure is very different between bacteria and the eukaryotic S. 
cerevisiae, this suggests that transcription is potentially initiated at spurious sites that could 
occur simply by chance on the M. florum genome cloned in yeast. Nucleosomes positioned 
randomly or heterogeneously between cells could also contribute to the strong variability in 
transcripts originating from the M. florum artificial chromosome. In any case, M. florum 
transcripts are unlikely to generate any functional protein because of the low chance of 
initiating gene expression at a meaningful site and of the genetic firewall provided by the 
Mollicutes genetic code (in which TGA codons code for the incorporation of a tryptophan 
residue instead of a translational stop). We also could not detect any clear biological impact 
of the cloned M. florum genome based on the function of potentially differentially expressed 
yeast genes. Taken together, these results suggest that the impact of cloned bacterial 
chromosomes is small for the S. cerevisiae host but might not be completely negligible. 
Indeed, a recent report showed that the stability of the Mycoplasma hominis genome 
maintained in yeast was compromised after ~60 generations24. Genomes using the standard 
genetic code have been already cloned in yeast, but no data describing their impact on the 
yeast host have been provided so far. However, the prior deletion of a gene coding for an 
endonuclease in Acholeplasma laidlawii was required before the cloning of this genome in 
yeast7. While we cannot rule out the possibility that other bacterial genes could prevent 
whole-genome cloning or negatively affect the yeast growth, we estimate that this 





We have previously reported that the M. florum genome can be transplanted into M. 
capricolum, albeit with a low frequency8. Our results suggested that phylogenetic distance 
is an important factor affecting genome transplantation. However, another documented 
obstacle is the presence of restriction endonucleases that cleaves incoming DNA in the 
recipient cell3. The donor genome isolated from S. cerevisiae could also potentially be 
attacked by its own restriction system upon transplantation. Since DNA is not methylated in 
yeast, it is unlikely that DNA methylase could act sufficiently rapidly to protect all restriction 
endonuclease target sites when the genome is introduced in the recipient cell. The genome 
of M. florum contains one putative restriction endonuclease, Mfl307, which is annotated as 
a putative type II restriction enzyme that contains a MutH domain25. We have inactivated 
the mfl307 gene in yeast and transplanted the resulting genome into M. capricolum. Our 
results showed no difference in transplantation efficiency and mutation frequency between 
the wild-type genome and the Δmfl307 mutant. Since DNA isolated from yeast is not 
methylated (and thus not protected from cleavage by restriction enzymes), this suggests that 
Mfl307 was not expressed under those conditions, that the enzyme was inactive or that its 
function was not annotated correctly. Interestingly, the M. mycoides genome also encodes 
six putative restriction enzymes that apparently do not compromise transplantation, and the 
expression of one of these was shown to be growth phase variable26. 
 
 
We have sequenced the genomes of 15 M. florum L1-T-WT and 15 L1-T-ΔRE transplants. 
We have noticed the presence of a few (between 1 and 5) new mutations per clone after 
genome transplantation (Table 2.1 and Table S2.1). While the total number of mutations per 
transplant was low, and is unlikely to represent a significant pitfall of the genome 
transplantation approach, the mutations nonetheless arose within a few generations. Under 
optimal conditions, M. florum cells could divide approximately three times between the 
moment the donor genome DNA and the cells are brought in contact and plated on solid 
medium14. This would correspond to a mutation rate of ~0.7 mutation per genome per 
generation. This number is almost 100 fold higher than the measured mutation rate of M. 
florum, which is already high since no mismatch repair system has been identified in this 
species27. This phenomenon implies that the conditions during the introduction and/or 
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initialization of the M. florum genome in M. capricolum recipient cells are mutagenic. A 
possible explanation is that the cellular environment is more prone to imbalances during the 
transplantation procedure. For example, certain products could accumulate or become 
limiting in the cytoplasm. This could result in DNA damage, errors by the replication 
machinery and/or failure to repair lesions. The observation of mutations after the 
transplantation of the M. capricolum genome into an M. capricolum recipient (a condition 
where the cellular machineries are fully compatible) supports this hypothesis (Table S2.3). 
The mutation frequency would be expected to rise as the phylogenetic distance increases and 
the incompatibilities between the functions and proteins encoded by the donor and recipient 
machineries become more pronounced. Assuming that donor genomes extracted from yeast 
or bacteria are equivalent8, our results are consistent with this prediction since a 2.7-fold 
increase in mutation rates was measured when transplanting the genome of M. florum instead 
of M. capricolum. 
 
 
Besides the higher mutation rates observed after genome transplantation for M. florum 
compared to M. capricolum, we also noticed that all but three of the 63 detected mutations 
were conserved between all M. florum transplants from a same experiment, while for M. 
capricolum genome transplantation only two such cases were observed (Table S2.3). Since 
the probability of all clones acquiring the same mutations simply by chance appears 
extremely low, this could potentially suggest that a strong selective pressure exists to select 
for certain mutations during the transplantation procedure. However, rates from a first or 
second M. florum genome retransplantation did not show any significant difference from 
other M. florum first round bacteria-to-bacteria transplantation assays8 (Fig. 2.5). The most 
likely explanation is therefore that most transplant colonies on solid medium originated from 




Many avenues could be explored to increase the M. florum genome transplantation success 
rate. For example, genome transplantation could be adapted to use a more related recipient 
cell. In the case of M. florum, this could be accomplished by using M. florum strains or other 
 62 
 
Mesoplasma species as the genome recipient. We have previously reported that oriC-based 
plasmids can be transformed with relatively high efficiencies (~4 X 10-6) in M. florum using 
a PEG-mediated protocol very similar to the genome transplantation procedure used in this 
study16.The main drawback of this approach is that the chromosome sequences of the donor 
and recipient cells would be highly similar, and potentially more prone to homologous 
recombination. Changing the recipient cell could also require significant adjustments to the 
protocol since transplantation can be affected by apparently minor modifications. From this 
perspective, developing more robust techniques for genome delivery that show higher 
efficiency and are applicable to a broader range of organisms would certainly constitute a 
major advance. For example, broad host range conjugation machineries could potentially be 
used to mobilize chromosomes cloned in a bacterial host. Another interesting approach 
would be to study the major factors limiting the initialization of the M. florum genome in the 
recipient cell rather than focussing strictly on the DNA delivery method. With the 
identification of these limiting factors, the recipient cell could then be adapted to become 
more proficient for genome transplantation. Deleting restriction endonuclease encoding 
genes falls in this category, and has already been done in M. capricolum3. Although the 
mechanistic details of genome transplantation are still largely unknown, it is possible that 
other modifications that are currently more difficult to identify could also have positive 
impact in general, while other adaptations could be more specific for certain species. For 
instance, if a particular process such as the initiation of chromosome replication or the 
expression of specific enzymes is found to be limiting, the key proteins could be expressed 
prior to genome transplantation. Conversely, activities that are inhibitory could be repressed. 
Acquiring this type of knowledge could also help unveil the functional differences between 
the genome donor and recipient cell species. 
 
 
In conclusion, the findings presented in this study describe the whole-genome cloning and 
transplantation procedure using M. florum as a model, and provide a more detailed 
understanding of this procedure. Our results pave the way for future studies that will further 
expand our comprehension and technical capacity to create and initialize bacterial genomes. 
We are confident that M. florum could play an important role in this endeavour and in the 







2.6.1 Strains and culture conditions 
 
 
Strains and corresponding growth medium used in this study are listed in Table S2.5. Briefly, 
Mesoplasma florum L1 (ATCC 33453) was grown in ATCC 1161 medium at 34°C, or in 
SP5 medium8 at 30°C for recovery after genome transplantation. Saccharomyces cerevisiae 
VL6-48 (ATCC MYA-3666) and W303 (ATCC 200060) were routinely grown at 30°C in 
YPDA medium or SD medium. Transformax EC100D pir+ Escherichia coli (Epicentre) was 
grown at 37°C in Luria-Bertani (LB) medium. Mycoplasma capricolum subspecies 
capricolum strain California kid ∆RE3 was grown at 30°C in SOB(+) medium. All strains 
were preserved at -80°C in their respective growth medium containing 25% (v/v) glycerol 
or in fetal bovine serum. Tetracycline was used at a concentration of 15 µg/ml, except for 
genome transplantation recovery where it was used at 5 µg/ml. 
 
 
2.6.2 Molecular biology methods 
 
 
Plasmid DNA was prepared using the EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Minipreps kit 
(Biobasic) according to the manufacturer’s instructions. PCR assays were performed using 
VeraSeq 2.0 DNA polymerase (Enzymatics) using primers listed in Table S2.6. PCR 
conditions were as follows: (i) 30 sec at 95°C; (ii) 30 cycles of 10 sec at 95°C, 30 sec at an 
appropriate annealing temperature, and 30 sec/kb at 72°C; (iii) 2 min at 72°C. PCR products 
were purified using Agencourt AMPure XP magnetic beads (Beckman Coulter)28. Multiplex 
PCRs were made using the QIAGEN multiplex PCR kit with primers diluted to 0.025 µM 
in the final reaction. The thermocycler conditions were as follows: (i) 15 min at 95°C; (ii) 





2.6.3 Construction of pMfl-ACH and the donor strain 
 
 
The pMfl-ACH plasmid was constructed by PCR fusions and Gibson assembly 29 using 
pMflT-o416 as the backbone (see Supplementary Material). pMfl-ACH was transformed in 
M. florum L1 via electroporation as described16. After transformation, cells were plated on 
ATCC 1161 solid medium supplemented with tetracycline. Plasmid integration at the oriC 
region of the M. florum L1 chromosome was confirmed by PCR (Fig. S2.1). The resulting 
strain was named M. florum L1-ACH (Table S2.5). 
 
 
2.6.4 Whole-genome cloning and engineering 
 
 
Detailed M. florum L1 whole-genome cloning and engineering is presented in 
Supplementary Material. Briefly, agarose plugs containing M. florum L1-ACH gDNA were 
prepared as previously described4, and S. cerevisiae VL6-48 spheroplasts were prepared and 
transformed with gDNA plugs as previously described30. Transformants (S. cerevisiae VL6-
MflL1-ACH) were selected on SD -His regeneration plates supplemented with 1M sorbitol 
and 0,01% adenine hemisulfate. The duplicated oriC region produced by the integration of 
the pMfl-ACH in the M. florum genome was replaced using a URA3/CEN6/ARS209 cassette 
(see Supplementary Material for more details). The URA3 gene was in turn exchanged for a 
HIS3 cassette amplified from the p413gpd plasmid. Genome integrity of the resulting strain, 
named S. cerevisiae VL6-MflL1-WT, was confirmed by PCR and PFGE. A second strain 
named VL6-MflL1-ΔRE was also generated in which the M. florum L1 predicted restriction 
enzyme encoding gene mfl307 was replaced by a URA3 cassette via homologous 








 2.6.5 Genome transplantation in Mycoplasma capricolum 
 
 
Yeast to bacteria genome transplantations were performed as previously described8. Briefly, 
VL6-MflL1-WT gDNA was extracted using the CHEF mammalian Genomic DNA plus kit 
(Bio-Rad cat. no. 1703591). The plugs were digested with 3 units/plug of β-agarase I (NEB) 
and the genomes were transplanted in M. capricolum ∆RE using a protocol also used for 
polyethylene glycol mediated transformation8. The transplants (referred to as M. florum L1-
T-WT or M. florum L1-T-ΔRE) were recovered on SP5 solid medium8 supplemented with 
tetracycline and incubated at 30°C, cultured in the same medium, and their respective 
genotypes and phenotypes were further analyzed. 
 
 
2.6.6 DNA-seq and mutation detection 
 
 
gDNA of S. cerevisiae VL6-MflL1-WT, M. florum L1-T-WT and M. florum L1-T-ΔRE was 
extracted using the Puregene yeast/bact. kit B (QIAGEN) according to the manufacturer’s 
instructions except that the M. florum cells were washed in a resuspension buffer (8mM 
Hepes, 272mM Sucrose; pH 7.4) prior to gDNA preparation. A gDNA Illumina sequencing 
library was prepared using the SPARK DNA Sample Prep Kit (Enzymatics) and YIGA 
adaptors (Table S2.6). gDNA library was amplified by PCR using IGA-PCR-PE-F and 
TruSeq-MPEX-R primers (Table S2.6) and quality was verified using a 2100 Bioanalyzer 
instrument (Agilent Technologies). Sequencing was performed on a Illumina HiSeq 2000 at 
the Plateau de biologie moléculaire et génomique fonctionnelle of the Institut de Recherches 
Cliniques de Montréal (IRCM). The resulting reads were used to detect the mutations that 
occurred during the genome transplantation process by comparing the variation of the VL6-
MflL1-WT strain with the transplants (see Supplementary Material). Briefly, all the reads 
were trimmed and aligned onto the expected modified M. florum genome sequence using 
Trimmomatic31 and BWA-mem32, respectively. GATK333 was next used to realign reads on 
potentially problematic regions and was also used to make the variant calling. The resulting 
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variants were annotated with SnpEff34 and then compared using VCFtools35. Low 
confidence deletions in homopolymeric regions were excluded after manual curation. 
Additional Sanger sequencing reads were generated by the Plateforme de séquençage et de 




2.6.7 RNA-seq and differential expression analysis 
 
 
The RNA-seq analysis was performed in triplicates on previously sequenced clones of S. 
cerevisiae VL6-MflL1-WT and S. cerevisiae VL6-48 carrying p413gpd grown in SD -His 
medium. Total RNA extraction was performed using the Direct-zol RNA MiniPrep kit 
(Zymo Research) according to the manufacturer's specifications. Illumina sequencing 
libraries were prepared as previously described using 3’-B and 5’-A adaptors, as well as 
IGA-PCR-PE-F, TruSeq-MPEX-R, DSN-TruSeq-F, and DSN-TruSeq-R primers (Table 
S2.6)36. The trimmed reads were aligned using Tophat37 onto a genome composed of the S. 
cerevisiae S288C genome (sacCer3) and the predicted modified M. florum genome 
sequence. A correlation matrix was prepared, and DESeq2 was used to identify the 
differentially expressed genes (see Supplementary Material). Yeast genes showing a 
differential expression with an adjusted p-value of less than 0.05 and having an absolute log2 
fold change above 2 were considered as differentially expressed. Enriched gene ontologies 
among these genes were investigated using GOTermFinder38.  
 
 
2.6.8 Growth analysis 
 
 
Growth curves assays were performed in SD -His medium in a 96 wells microplate. The 
microplate was inoculated with pre-cultures diluted to an optical density at 600 nm (OD600) 
of 0.01. Assays were performed on six replicates in a final volume of 200 µl and growth was 
assessed by measuring culture density at 612 nm using a Genios plate reader (Tecan) every 
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10 min for 48 hours while incubating at 30°C. The doubling time of each strain was 
calculated from the ODs in the exponential growth phase as described in Tessier (2007). 
 
 
2.6.9 Cell cycle analysis 
 
 
Cell cycle analysis of S. cerevisiae VL6-48 and W303 carrying either the M. florum genome 
or p413gpd plasmid was performed using flow cytometry. Three cultures of each strain were 
grown to an OD600 between 1.0 and 1.5. The cells were fixed overnight at 4°C after adding 
ethanol to a concentration of 70%. The fixed cells were centrifuged 10 min at 5000xg and 
the pellet was washed three times in 1 ml phosphate buffered saline (PBS, 137 mM sodium 
chloride, 10 mM phosphate buffer, 2.7 mM potassium chloride, pH 7.4) and finally 
resuspended in 500 µl of PBS. A 1:100 dilution of each sample (in triplicates) was used to 
count the cells using an hemacytometer and 250 µl aliquots with 2 X 106 cells were prepared. 
250 µl of staining solution (1 mg/ml RNase A and 2 µM SYTOX green (Thermo Fisher) in 
PBS) was added to all the aliquots, which were then covered with aluminum foil and placed 
at 37°C overnight. The cells were then conserved at 4°C until the cytometry analysis. 
SYTOX green fluorescence was measured by flow cytometry on a BD FACSJazz (BD 
Biosciences) using a 488 nm laser and a 513/17 emission filter. For each condition, three 
technical replicates were made and a population of 20,000 events was collected for each 
sample. Modfit LT 4.1 (Verity Software House) was used for cell cycle population analysis. 
 
 
2.6.10 Data availability 
 
 
The cloned M. florum genome sequence is available at: http://bioinfo.ccs.usherbrooke.ca/M-
his-florum_sequence.html. RNA-seq reads are available through the National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) Sequence Read Archive (SRA) under accession 
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2.8 Supporting information 
 
 
2.8.1 Construction of pMfl-ACH and the donor strain 
 
 
The pMfl-ACH plasmid was constructed by PCR fusions and Gibson assembly1. HIS3 was 
recoded using Gene designer 2.02 and was synthesized in gblocks fragments from Integrated 
DNA Technologies. The fragments were amplified by PCR using Parscen-1/Parscen-2 and 
Parscen-3/Parscen-4 primer pairs and then combined by PCR using Parscen-1/Parscen-4 
flanking primers (Table S2.6). The yeast ARS209 and the native promoter of HIS3 were 
obtained via PCR on a genomic DNA (gDNA) preparation of S. cerevisiae W303 using the 
Parscen-5/Parscen-6 and Parscen-7/Parscen-8 primers respectively. ARS209 and the HIS3 
promoter were combined by PCR using the Parscen-5/Parscen-8 primers. CEN6 was 
obtained by PCA using the Parscen-9 to Parscen-18 oligonucleotides. CEN6 and the ARS-
promoter PCRs were combined using Parscen-9/Parscen-8 primers. Finally, CEN-ARS-
promoter and HIS3 were combined by PCR using Parscen-9/Parscen-4 primers. The CEN-
ARS-HIS3 fragment was inserted in the NotI restriction site of pMflT-o4 by Gibson 
assembly. The Gibson assembly reaction was then transformed in chemically competent 
Transformax EC100D pir+ E. coli, and plated on LB supplemented with tetracycline for 
selection. The pMfl-ACH DNA sequence was verified by restriction enzyme digestion and 
confirmed by sequencing. 
 
 
2.8.2 Preparation of genomic DNA agarose plugs 
 
 
Agarose plugs containing M. florum L1-ACH gDNA were prepared using the CHEF 
mammalian genomic DNA plug kit (Bio-Rad) as instructed by the manufacturer. The plugs 
were then washed 2 times for 30 min in 0.1X wash buffer from the kit and then 30 min in 
1X NEBuffer 4 (NEB). Each plug was then put in 300 µl of 1X NEBuffer 4 with 1 mM ATP 
and 4 µl of exonuclease V (10,000 U/ml, NEB) for 1 hour at 37°C. The plugs were next 
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loaded on a 1% agarose gel and a pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) was performed on 
a CHEF mapper (Bio-Rad). The PFGE ran for 3 hours at 6 V/cm, using an angle of 120°, a 
switch time going from 60 to 120 sec increasing following a linear ramp, with temperature 
set at 14°C. The plugs were then cut out from the gel for agarose digestion, incubated in 10 
µl of 10X β-agarase buffer (NEB) for 10 minutes at 65°C, and then 10 minutes at 42°C. At 
this point, 2.5 µl of β-agarase (1,000 U/ml, NEB) was added to the mixture and the reaction 
was incubated at 42°C overnight. Whole genome cloning was performed using 40 µl of the 
β-agarase digested plugs. 
 
 
2.8.3 Whole genome cloning confirmation 
 
 
To confirm the successful cloning of the M. florum genome in yeast, PCRs corresponding to 
eight regions separated by approximately 100 kb on the M. florum genome were made with 
primers Pscr-1 to Pscr-16 (Table S2.6) using gDNA from the S. cerevisiae VL6-MflL1-ACH 
strain (Fig. S2.2). The final S. cerevisiae VL6-MflL1-WT was submitted to a PFGE analysis 
by treating agarose plugs containing its genome (or the genome of S. cerevisiae VL6-48 WT 
strain as a control) with RsrII restriction enzyme alone or combined with BssHII. Those 
enzymes were selected because the RsrII recognition sequence is present in the yeast genome 
but absent from the M. florum chromosome while a single BssHII site is present. The PFGE 
conditions were the same as above, except that it was set to 4.5 V/cm for 23 h 30 min. 
 
 
2.8.4 Replacement of the duplicated oriC in S. cerevisiae VL6-MflL1-ACH 
 
 
To remove the duplicated oriC in the S. cerevisiae VL6-MflL1-ACH, one copy was replaced 
with an URA3 cassette which was then substituted by an HIS3 cassette. The 
URA3/CEN6/ARS209 replacement fragment was first amplified by PCR from the p416gpd 
plasmid using Pmhis-1/Pmhis-2 primers, and then amplified again using Pmhis-3/Pmhis-4 
flanking primers (Table S2.6). The cassette was transformed in S. cerevisiae VL6-MflL1-
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ACH via the lithium acetate method3. After transformation, cells were plated on SD -Ura 
and clones were screened by PCR using primers Pmhis-9/Pmhis-4, Pmhis-9/Parscen-22 and 
Pmhis-3/Parscen-22 to confirm the replacement of HIS3 and one copy of the dnaA gene by 
URA3 (Fig. 2.1). The resulting strain was named S. cerevisiae VL6-MflL1-ACU. The URA3 
gene was next replaced by HIS3 amplified by PCR from the p413gpd plasmid, first using 
primers Pmhis-5/ Pmhis-6, and then amplified again using Pmhis-7/ Pmhis-8, which contain 
the same flanking regions as the previous replacement cassette. The new HIS3 cassette was 
then transformed in S. cerevisiae VL6-MflL1-ACU, the cells were plated on SD -His 
medium and then replicated on SD -His medium plate supplemented with 5-fluoroorotic 
acid. The resulting colonies (VL6-MflL1-WT) were screened by PCR using primers Pmhis-
5/Pmhis-7 to confirm the integration of the cassette, as well as with a multiplex PCR using 
primers Pscr-1 to Pscr-16 (Table S2.6). To create the VL6-MflL1-ΔRE, the mfl307 gene in 
the VL6-MflL1-WT strain was replaced by a URA3 cassette by homologous recombination. 
The URA3 replacement cassette was amplified by PCR from the pNKY51 plasmid4 using 
the Pmhis-10/Pmhis-11 primers, transformed using standard lithium acetate transformation3 
and plated on SD -His/-Ura medium. The insertion was confirmed by PCR using the Pmhis-
12/Pmhis-13 primers (Fig. S2.6). 
 
 
2.8.5 Variant calling workflow 
 
 
The Illumina reads from the DNA-seq libraries were trimmed using Trimmomatic (v. 0.32)5 
using the ILLUMINACLIP option with 2 seed mismatches maximum, the palindrome clip 
threshold set to 30 and the simple clip threshold set to 15, the TRAILING option set to 30 
and MINLEN set to 50. The reads were aligned using BWA-mem (v. 0.7.10)6 onto the S. 
cerevisiae S288C genome (sacCer3 version, RefSeq GCF_000146045.2) combined with the 
expected sequence of the M. florum genome containing the yeast replication and selection 
elements. GATK (v. 3.3.0)7 was used to identify and realign some regions to call indels with 
better accuracy. The Picard toolkit (v. 1.123) (http://broadinstitute.github.io/picard) was 
used to combine the original BAM alignment file with the realigned regions from GATK 
using the MergeSamFiles command. The resulting BAM file was modified to add the mate 
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coordinates for each read using SAMtools’ fixmate command8. Picard’s MarkDuplicates 
command is used to identify and mark the duplicated reads in the BAM file, and the resulting 
file is passed through GATK’s HaplotypeCaller with the ploidy set to 1. The SNPs called 
with a quality lower than 30 and a read coverage of less than 3 were excluded. The amino 
acid changes were assessed using SnpEff (v. 4.1)9.  
 
 
The method was tested using artificial reads simulating a paired-end library of 50 bp read 
length, 300 bp insert size and 100X coverage. The resulting library did not bring up any 
variants, 99.99% of the reads could be mapped, all the bases of the genome could be covered, 
and 98.08% of the genome was covered with exactly 100X. Notable regions with coverage 
differing from 100X included the extremities (the first 19 and 27 last bp) of the genome, 
which had a lower coverage (dropping as low as 22X). This lower coverage is caused by the 
inability to consider the circular topology of the genome during the alignment. All mutations 




The VCF files produced by SnpEff were compared using VCFtools (v. 0.1.12b)10 with the 
diff option to identify the changes between the donor strains and the transplants. Additional 
Sanger sequencing of the VL6-MflL1-WT strain was performed for some SNPs to confirm 
their presence prior to transplantation. The primer pairs for the amplification and the 




The unmapped reads from the alignment on the M. florum genome were aligned on the 
genome of the M. capricolum recipient strain using BWA-mem. Only a small fraction of 
reads could be aligned on the M. capricolum genome (Table S2.3), resulting in a very low 
coverage –even in the most represented regions– compared to the M. florum reference 
sequence alignment. The unmapped reads from the alignment on the M. florum genome were 
also de novo assembled using gsAssembler (v. 2.6) (Roche). The resulting contigs with more 
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than 500 bp in length were aligned with BLASTn (v. 2.2.30+)11 on a database containing the 
genomes of Mycoplasma capricolum (refseq : NC_007633.1), Mycoplasma mycoides subsp. 
mycoides (refseq: NC_005364.2), Mycoplasma mycoides subsp. capri (refseq: 
NZ_CP001621.1), Mycoplasma leachii (refseq: NC_014751.1), Mycoplasma putrefaciens 
(refseq: NC_015946.1), the expected cloned M. florum genome, the phiX174 bacteriophage 
(GenBank : CP004084.1) and the URA3 marker used throughout the experiments. These 
steps were made to screen for potential contamination or recombination which could only 
be observed from the reads that did not map the expected genome. The results implied that 
no detectable recombination event occurred between the M. capricolum and M. florum 
chromosomes during genome transplantation.  
 
 
2.8.6 RNA-seq and differential expression 
 
 
The Illumina reads were trimmed using Trimmomatic (v. 0.32)5 and were aligned using 
Tophat (v. 2.0.12)12 onto the combined S. cerevisiae and cloned M. florum genome sequence. 
The alignments were quality filtered using SAMtools8 to keep alignments with a mapping 
quality superior to 10. The BEDtools suite (v. 2.25.0)13 was used to calculate the genome 
coverage in 1.5 kb non-overlapping windows using the makewindows and multicov sub-
commands. Pearson correlation coefficients were then calculated between all RNA-seq 
replicates for both the yeast and M. florum alignments separately (Fig. S2.5). The non-
overlapping windows approach was used because the M. florum genes were expected to be 
mis-expressed as transcription regulation in the original bacteria greatly differs from the 
yeast. The Bioconductor (v. 3.2) 14 R libraries GenomicFeatures15, GenomicAlignments15, 
and BiocParallel16 were used to calculate the number of fragments per kilobase of transcript 
per million fragments mapped (FPKM) values for each yeast gene. More precisely, a 
fragment count table was generated using the summarizeOverlaps function of 
GenomicAlignments using the sacCer3 and the modified M. florum genomes with options 
set to genes as the features of interest, union counting mode, and unstranded paired-end 
reads. A differential expression analysis was finally performed using DESeq217 with the 
default parameters. Pearson correlation coefficients were also calculated using the FPKM 
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values from the yeast and M. florum genes (Fig. S2.4). Even though the transcription of the 
M. florum chromosome is not expected to respect its gene annotation, the FPKM approach 
gave results highly similar to those from the windows approach since M. florum genes cover 
most of the genome (93.9%). The FPKM approach was also chosen in part to get precise 




Figure S2.1. PCR analysis of pMfl-ACH integration into the oriC locus of M. florum. (A) 
Schematic representation of the PCR reactions and products used to discriminate between the 
expected plasmid conformations. (B) Each PCR reaction was performed on either M. florum L1-
ACH (LA), purified pMfl-ACH plasmid (P) or genomic DNA from wild-type M. florum L1 (WT). 
The PCR reactions targeting the right and left integration junctions (“right int.” and “left int.”) were 
performed using primer pairs Parscen-20/22 and Parscen-19/21, and should respectively yield 2093 
bp and 2027 bp products if the pMfl-ACH plasmid is integrated at the oriC locus. The free form of 
the plasmid (“circular”) should be specifically detected by amplifying a 2033 bp product using 
primers Parscen-19/20. A control reaction showing the amplification of a 2087 bp product from the 
oriC locus in absence of integrated pMFL-ACH plasmid was performed using genomic DNA from 
wild-type M. florum and primers Parscen-21/22. The results indicated that the plasmid in M. florum 
L1-ACH was in both integrated and extrachromosomal form in the cell population prior to whole 




Figure S2.2. PCR screening for the whole-genome cloning of M. florum L1-ACH in yeast 
resulting in the VL6-MflL1-ACH strain. (A) Location of PCR products used for screening across 
the cloned M. florum genome indicated by letters A to H. (B) PCR products performed on the 23 
VL6-MflL1-ACH clones. Each lane corresponds to a specific PCR reaction depicted in A, and each 
column corresponds to a specific screened clone (total of 23). The primers used and the product’s 







Figure S2.3. Growth analysis of S. cerevisiae W303 carrying the M. florum genome. (A) The 
doubling time of S. cerevisiae W303-MflL1-WT (M) compared to a p413gpd control (P) measured 
when grown in SD -His medium. (B) Cell cycle analysis of the same strains using FACS. Each bar 
represents the proportion of cells in the corresponding cell cycle phase based on a population of 





Figure S2.4. Expanded view of Pearson correlation coefficients between the FPKM values. All 
genes and all technical and biological replicates shown in figure 4C for the VL6-MflL-WT strain 
(Mfl) or the p413gpd control strain (p413) are represented. (A) Native S. cerevisiae genes. (B) Genes 




Mfl 1-2 0.84 1.00
Mfl 1-3 0.89 0.87 1.00
Mfl 2-1 0.86 0.83 0.88 1.00
Mfl 2-2 0.83 0.80 0.86 0.82 1.00
Mfl 2-3 0.85 0.83 0.89 0.85 0.83 1.00
Mfl 3-1 0.84 0.83 0.89 0.86 0.82 0.85 1.00
Mfl 3-2 0.85 0.84 0.89 0.85 0.83 0.86 0.85 1.00
Mfl 3-3 0.83 0.82 0.87 0.83 0.80 0.82 0.83 0.85 1.00
p413-1 0.87 0.83 0.89 0.86 0.83 0.86 0.84 0.86 0.84 1.00
p413-2 0.81 0.73 0.80 0.79 0.73 0.74 0.72 0.73 0.74 0.78 1.00
p413-3 0.87 0.85 0.90 0.85 0.83 0.87 0.87 0.86 0.83 0.87 0.77 1.00
Mfl 1-1 Mfl 1-2 Mfl 1-3 Mfl 2-1 Mfl 2-2 Mfl 2-3 Mfl 3-1 Mfl 3-2 Mfl 3-3 p413-1 p413-2 p413-3
B
Mfl 1-1 1.00
Mfl 1-2 0.01 1.00
Mfl 1-3 0.24 0.01 1.00
Mfl 2-1 0.06 0.01 0.16 1.00
Mfl 2-2 0.05 0.06 0.05 0.00 1.00
Mfl 2-3 0.03 0.03 0.11 -0.01 0.14 1.00
Mfl 3-1 0.30 0.17 0.24 0.04 -0.01 0.12 1.00
Mfl 3-2 0.03 0.26 0.10 0.03 0.24 0.08 0.05 1.00
Mfl 3-3 0.02 0.17 0.21 0.02 0.00 0.06 0.16 0.07 1.00
p413-1 0.06 0.01 0.03 0.14 0.00 0.03 0.08 -0.01 0.05 1.00
p413-2 0.11 -0.01 0.12 0.17 0.09 0.03 0.07 0.09 0.03 0.08 1.00
p413-3 0.07 -0.01 0.03 0.17 -0.01 0.06 0.31 -0.01 -0.01 0.09 0.14 1.00




Figure S2.5. Pearson correlation coefficients between read coverage of all RNA-seq replicates. 
The values were calculated from 1.5 kb non-overlapping windows for the VL6-MflL-WT strain (Mfl) 
or the p413gpd control strain (p413) are showned. (A) Native S. cerevisiae genes. (B) Genes located 




Mfl 1-2 0.85 1.00
Mfl 1-3 0.89 0.88 1.00
Mfl 2-1 0.84 0.84 0.87 1.00
Mfl 2-2 0.83 0.82 0.87 0.82 1.00
Mfl 2-3 0.86 0.86 0.89 0.86 0.85 1.00
Mfl 3-1 0.85 0.86 0.89 0.85 0.83 0.87 1.00
Mfl 3-2 0.86 0.85 0.89 0.85 0.84 0.86 0.86 1.00
Mfl 3-3 0.84 0.83 0.87 0.83 0.82 0.84 0.84 0.84 1.00
p413-1 0.87 0.86 0.91 0.86 0.85 0.88 0.87 0.87 0.85 1.00
p413-2 0.78 0.78 0.81 0.77 0.76 0.78 0.77 0.77 0.77 0.81 1.00
p413-3 0.86 0.85 0.89 0.84 0.84 0.87 0.86 0.85 0.83 0.89 0.80 1.00
Mfl 1-1 Mfl 1-2 Mfl 1-3 Mfl 2-1 Mfl 2-2 Mfl 2-3 Mfl 3-1 Mfl 3-2 Mfl 3-3 p413-1 p413-2 p413-3
B
Mfl 1-1 1.00
Mfl 1-2 0.03 1.00
Mfl 1-3 0.25 0.20 1.00
Mfl 2-1 0.14 0.11 0.12 1.00
Mfl 2-2 0.14 0.09 0.11 -0.01 1.00
Mfl 2-3 0.10 0.17 0.19 0.00 0.25 1.00
Mfl 3-1 0.11 0.17 0.14 0.09 0.00 0.14 1.00
Mfl 3-2 0.11 0.08 0.14 0.08 0.14 0.21 0.05 1.00
Mfl 3-3 0.04 0.20 0.14 0.04 0.06 0.07 0.07 -0.01 1.00
p413-1 0.07 0.05 0.08 0.13 0.00 0.07 0.06 -0.02 0.01 1.00
p413-2 -0.01 -0.01 -0.02 0.28 -0.01 0.07 0.00 0.12 0.03 0.01 1.00
p413-3 0.13 0.02 0.09 0.28 0.02 0.07 0.38 -0.02 -0.02 0.04 0.03 1.00




Figure S2.6. PCR confirmation of the deletion of mfl307 in the M. florum genome cloned in 
yeast. The expected product sizes are 1527 bp for S. cerevisiae VL6-MflL1-WT with the intact 
mfl307 gene, 1809 bp if the URA3 cassette is integrated via double homologous recombination, and 






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Table S2.2. List of differentially expressed genes between the VL6-MflL1-WT and 
p413gpd strains. 
gene chromosome size log2FoldChange p-adjusted 
YIL104C chrIX 1523 10.891 0.00003 
YJR107W chrX 986 10.578 0.00013 
YHR121W chrVIII 563 10.338 0.00017 
YGL091C chrVII 986 10.246 0.00017 
YMR009W chrXIII 539 10.073 0.00025 
YDR519W chrIV 407 9.887 0.00003 
YDL144C chrIV 1070 9.679 0.00070 
YDR370C chrIV 1328 9.573 0.00017 
YNL086W chrXIV 308 9.503 0.00074 
YLR438C-A chrXII 269 9.442 0.00094 
YPR120C chrXVI 1307 9.316 0.00058 
YOR264W chrXV 1292 9.150 0.00209 
YLR011W chrXII 575 9.071 0.00218 
YKR026C chrXI 917 8.993 0.00266 
YIR012W chrIX 1295 8.949 0.00058 
YPL029W chrXVI 2213 8.946 0.00077 
YFR004W chrVI 920 8.876 0.00000 
YHR101C chrVIII 1094 8.855 0.00162 
YDL180W chrIV 1643 8.838 0.00404 
YML129C chrXIII 212 8.819 0.00162 
YJR142W chrX 1028 8.805 0.00058 
YKL016C chrXI 524 8.779 0.00000 
YJR118C chrX 611 8.769 0.00058 
YGR251W chrVII 590 8.767 0.00440 
YGL163C chrVII 2696 8.724 0.00474 
YPR111W chrXVI 1694 8.646 0.00416 
YDR069C chrIV 2780 8.638 0.00017 
YNR012W chrXIV 1505 8.637 0.00015 
YGR205W chrVII 872 8.632 0.00554 
YJR006W chrX 1463 8.631 0.00567 
YKL179C chrXI 2039 8.616 0.00572 
YKR067W chrXI 2231 8.530 0.00165 
YNL073W chrXIV 1730 8.511 0.00221 
YAL036C chrI 1109 8.448 0.00004 
YJL128C chrX 2006 8.444 0.00047 
YCR099C chrIII 467 8.439 0.00732 
snR54 chrXIII 85 8.418 0.00722 
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YJL006C chrX 971 8.411 0.00474 
YGR255C chrVII 1439 8.351 0.00001 
YNL058C chrXIV 950 8.339 0.00012 
YKL134C chrXI 2318 8.328 0.00542 
YJL206C chrX 2276 8.294 0.00058 
YHR171W chrVIII 1892 8.287 0.00575 
YBL041W chrII 725 8.266 0.00307 
YOR185C chrXV 662 8.264 0.00730 
YJL070C chrX 2666 8.200 0.00929 
YCR094W chrIII 1175 8.177 0.01086 
YMR224C chrXIII 2078 8.174 0.00322 
YDL077C chrIV 3149 8.168 0.00582 
YNR036C chrXIV 461 8.108 0.00795 
YJR080C chrX 1184 8.102 0.01400 
YIL162W chrIX 1598 8.078 0.00195 
YDL027C chrIV 1262 8.025 0.00020 
YOR128C chrXV 1715 8.005 0.00074 
YDL002C chrIV 611 7.977 0.00156 
YML057W chrXIII 1814 7.944 0.00003 
YCL039W chrIII 2237 7.922 0.00000 
snR32 chrVIII 187 7.903 0.01836 
YFR014C chrVI 1340 7.898 0.00094 
YNL280C chrXIV 1316 7.881 0.00272 
YDR376W chrIV 1481 7.874 0.00548 
YER100W chrV 752 7.850 0.01983 
YMR036C chrXIII 1664 7.847 0.01082 
YDR245W chrIV 1181 7.841 0.00037 
YFL014W chrVI 329 7.815 0.00444 
YOR095C chrXV 776 7.813 0.00819 
YOL133W chrXV 365 7.797 0.02255 
YGR266W chrVII 2105 7.773 0.00113 
YFR031C chrVI 3512 7.748 0.00182 
YIL002C chrIX 2840 7.736 0.00688 
YOR178C chrXV 2381 7.723 0.02671 
YPR143W chrXVI 752 7.642 0.00244 
YHR036W chrVIII 1415 7.624 0.00210 
YGL157W chrVII 1043 7.574 0.00572 
YKL128C chrXI 887 7.569 0.00595 
YIR031C chrIX 1664 7.538 0.03241 
YLL009C chrXII 209 7.537 0.00981 
YGR123C chrVII 1541 7.535 0.02361 
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YLR173W chrXII 1826 7.532 0.00722 
YOR358W chrXV 728 7.526 0.02930 
YGR166W chrVII 1682 7.496 0.00366 
YKL116C chrXI 1556 7.493 0.00361 
YDR243C chrIV 1766 7.487 0.01547 
YDL194W chrIV 2654 7.474 0.03388 
YER048W-A chrV 284 7.470 0.02930 
YDR197W chrIV 1169 7.467 0.00750 
YKR005C chrXI 1646 7.437 0.03942 
YPR180W chrXVI 1043 7.433 0.03401 
YLR077W chrXII 1751 7.401 0.03967 
YDR362C chrIV 2018 7.375 0.03967 
YBR170C chrII 1742 7.361 0.04154 
YDL164C chrIV 2267 7.351 0.03388 
YPL216W chrXVI 3308 7.342 0.00599 
YKR029C chrXI 2255 7.340 0.00595 
YNR032W chrXIV 1106 7.318 0.00819 
YLR051C chrXII 653 7.316 0.00548 
YEL062W chrV 1847 7.310 0.00058 
YFR003C chrVI 467 7.276 0.04865 
YNR065C chrXIV 3350 7.234 0.02825 
YDL042C chrIV 1688 7.221 0.02512 
YGR126W chrVII 692 7.179 0.02930 
YBR072W chrII 644 7.176 0.04858 
YKL214C chrXI 611 7.171 0.03942 
YKL067W chrXI 461 7.169 0.01120 
YFL050C chrVI 2576 7.157 0.04540 
YDR361C chrIV 851 7.145 0.01446 
YML094W chrXIII 574 7.145 0.01735 
YLR186W chrXII 758 7.109 0.00017 
YIR023W chrIX 2912 7.076 0.00134 
YDR128W chrIV 3446 7.063 0.00366 
YOL075C chrXV 3884 7.054 0.02509 
YGR113W chrVII 1031 7.036 0.02820 
YLR151C chrXII 1022 7.003 0.04847 
YGL164C chrVII 1322 6.991 0.02156 
YLR025W chrXII 722 6.982 0.00308 
YNR004W chrXIV 440 6.965 0.03676 
YOR232W chrXV 686 6.962 0.03156 
YDR320C chrIV 2006 6.961 0.01983 
YDL206W chrIV 2288 6.906 0.01897 
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YHR149C chrVIII 2204 6.896 0.00017 
YNL298W chrXIV 2528 6.866 0.00039 
YGL194C chrVII 1358 6.825 0.03967 
YJL102W chrX 2459 6.803 0.04865 
YCR028C chrIII 1538 6.789 0.00218 
YER161C chrV 1001 6.751 0.00195 
YOL062C chrXV 1475 6.726 0.02930 
YDR217C chrIV 3929 6.697 0.00543 
YOL013C chrXV 1655 6.678 0.02930 
YDR430C chrIV 2969 6.673 0.00202 
YOR156C chrXV 2180 6.664 0.02409 
YDL044C chrIV 1322 6.617 0.02930 
YKR004C chrXI 1237 6.592 0.01130 
YGR177C chrVII 1607 6.448 0.00201 
YKL141W chrXI 596 6.420 0.03007 
YDL149W chrIV 2993 6.360 0.03140 
YKR002W chrXI 1706 6.318 0.00205 
YAL022C chrI 1553 6.233 0.00443 
YBL058W chrII 1271 6.223 0.02930 
YFR037C chrVI 1673 6.201 0.02208 
YJR099W chrX 710 6.129 0.03067 
YOR084W chrXV 1163 6.053 0.04932 
YOR275C chrXV 1985 6.040 0.02956 
YNR047W chrXIV 2681 5.948 0.00070 
YJR133W chrX 629 5.897 0.03157 
YFL041W chrVI 1868 5.825 0.01663 
YGR033C chrVII 719 5.809 0.02208 
YDR146C chrIV 2129 5.761 0.04600 
YLR253W chrXII 1709 5.700 0.03401 
YCR048W chrIII 1832 5.669 0.02825 
YKL183W chrXI 920 5.643 0.04682 
YPR088C chrXVI 1625 5.552 0.04540 
YPR055W chrXVI 3197 5.541 0.00775 
YNL288W chrXIV 1121 5.515 0.00404 
YOR140W chrXV 2300 5.221 0.00070 
YMR207C chrXIII 6371 5.004 0.04619 
YDR284C chrIV 869 4.818 0.01692 
YLR074C chrXII 500 4.778 0.00974 
YGR047C chrVII 3077 4.700 0.02789 
YOL103W-B chrXV 5268 4.508 0.00610 
YNL251C chrXIV 1727 4.094 0.00052 
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YOL077C chrXV 875 3.195 0.02864 
YJL052W chrX 998 2.876 0.01284 
YDR395W chrIV 2834 2.345 0.00361 
YIL010W chrIX 647 -5.124 0.00471 
YPR152C chrXVI 1397 -5.580 0.03743 
YNL164C chrXIV 1055 -5.700 0.02425 
YML046W chrXIII 1889 -5.984 0.01209 
YBR019C chrII 2099 -6.000 0.03157 
YOR203W chrXV 353 -6.080 0.01227 
YER170W chrV 677 -6.173 0.00332 
YMR250W chrXIII 1757 -6.349 0.04431 
YPL151C chrXVI 1355 -6.563 0.01769 
YOR054C chrXV 2024 -6.671 0.02627 
YLR176C chrXII 2435 -6.723 0.00184 
YKL084W chrXI 350 -6.935 0.00554 
YLR255C chrXII 353 -7.445 0.02823 
YOR382W chrXV 461 -7.513 0.00003 
YCL032W chrIII 1040 -7.631 0.00636 
YDL177C chrIV 512 -7.765 0.00819 
YOR075W chrXV 1040 -7.819 0.01463 
YDL223C chrIV 3140 -7.918 0.00115 
YNL097C-B chrXIV 122 -7.983 0.00610 
YER179W chrV 1096 -8.011 0.01036 
YGR154C chrVII 1070 -8.693 0.00404 
YPL069C chrXVI 1007 -8.712 0.00361 
YLL052C chrXII 449 -8.795 0.00868 
tG(GCC)F2 chrVI 70 -8.883 0.00322 
YFR027W chrVI 845 -8.980 0.00058 
YPR057W chrXVI 1025 -9.151 0.00113 
YDR236C chrIV 656 -9.209 0.00510 
YKL209C chrXI 3872 -9.456 0.00361 
YGR081C chrVII 632 -9.890 0.00002 
YBR196C-A chrII 149 -10.550 0.00104 
YBR240C chrII 1352 -10.711 0.00082 
YML011C chrXIII 533 -11.957 0.00000 
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reads on M. 
florum
% genome covered Uncovered bases
Number of 
unmapped reads 
aligning on M. 
capricolum
% of unmapped 
reads aligning on M. 
capricolum
L1-T-WT-1-1 2951750 99.82 99.85 1159 465 8.77
L1-T-WT-1-2 2182838 99.88 99.74 2062 77 3.03
L1-T-WT-1-3 3052456 99.89 99.91 723 90 2.70
L1-T-WT-1-4 1646492 99.74 99.95 418 1218 28.28
L1-T-WT-1-5 2610360 99.86 99.97 201 109 2.92
L1-T-WT-2-1 2305321 97.52 99.81 1533 90 0.15
L1-T-WT-2-2 3009428 97.90 99.98 136 110 0.17
L1-T-WT-2-3 1579298 97.26 99.56 3500 50 0.11
L1-T-WT-2-4 2033747 99.69 99.72 2207 181 2.82
L1-T-WT-2-5 2321638 96.94 99.91 724 185 0.25
L1-T-WT-3-1 2983976 97.14 99.93 555 93 0.11
L1-T-WT-3-2 1902364 97.13 99.92 668 84 0.15
L1-T-WT-3-3 3202240 98.06 99.98 157 114 0.18
L1-T-WT-3-4 2055895 97.82 99.82 1418 76 0.17
L1-T-WT-3-5 1150607 97.63 99.64 2896 52 0.19
L1-T-ΔRE-1-1 2714044 99.29 99.72 2206 3175 16.29
L1-T-ΔRE-1-2 2580387 99.34 99.57 3451 1846 10.72
L1-T-ΔRE-1-3 2349248 98.58 99.39 4835 125 0.37
L1-T-ΔRE-1-4 1959203 99.50 99.64 2890 82 0.83
L1-T-ΔRE-1-5 1077931 98.74 99.41 4673 34 0.25
L1-T-ΔRE-2-1 2568995 99.46 99.81 1540 1132 8.09
L1-T-ΔRE-2-2 2783514 99.53 99.77 1812 473 3.61
L1-T-ΔRE-2-3 3030350 98.97 99.79 1692 754 2.39
L1-T-ΔRE-2-4 2474876 98.29 99.64 2865 3152 7.34
L1-T-ΔRE-2-5 1069410 99.21 98.53 11724 812 9.56
L1-T-ΔRE-3-1 1968692 99.27 99.84 1288 1270 8.82
L1-T-ΔRE-3-2 2236166 99.48 99.81 1522 75 0.64
L1-T-ΔRE-3-3 1913785 99.32 99.71 2353 818 6.21
L1-T-ΔRE-3-4 2176118 99.48 99.80 1629 82 0.72




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Table S2.5. Strains used in this study. 




E. coli EC100D pir+ 
Strain used to assemble the pMfl-
ACH plasmid 
N/A LB Epicentre 




M. florum L1-ACH 







S. cerevisiae VL6-48 Wild type strain of S. cerevisiae N/A YPDA ATCC MYA-3666 




S. cerevisiae VL6-48 carrying the 
M. florum genome with the 
integrated pMfl-ACH plasmid and 
a duplicated oriC 
Histidine 
auxotrophy 




S. cerevisiae VL6-48 carrying  the 
M. florum genome with a single 
dnaA/oriC locus and a URA3 gene 
Uracile 
auxotrophy 
SD -Ura this study 
S. cerevisiae VL6-MflL1-WT 
S. cerevisiae VL6-48 carrying  the 
M. florum genome with a single 
dnaA/oriC locus and a HIS3 gene 
Histidine 
auxotrophy 




S. cerevisiae W303 carrying  the 
M. florum genome with a single 
dnaA/oriC locus and a HIS3 gene 
Histidine 
auxotrophy 
SD -His this study 
S. cerevisiae VL6-MflL1-ΔRE 
S. cerevisiae VL6-Mfl-WT 
containing a URA3 cassette 
replacing the M. florum restriction 























M. capricolum clones recovered 
after genome transplantation 
Tetracycline 
resistance 
SP5 this study 
M. florum L1-T-WT 
M. florum clones recovered after 








M. florum L1-T-ΔRE 
M. florum clones recovered after 
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Table S2.6. List of the primers used in this study. 






































































































































3'-B adaptor P-rArGrArUrCrGrGrArArGAGCACACGTCT-3Am 
5'-A adaptor ACACGACGrCrUrCrUrUrCrCrGrArUrCrU 
* phosphothiorate bond 
3Am - 3' amino modifier 
P- phosphorylated 5' end 
r corresponds to RNA bases 
These two oligonucleotides form the YIGA adaptor when annealed together. 
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3.1 Introduction de l’article et contribution des auteurs 
 
 
Avec le développement des méthodes de synthèse d’ADN et de transplantation de génome, 
il est maintenant théoriquement possible d’assembler des génomes complètement 
synthétiques. Toutefois, nos connaissances sur les éléments nécessaires pour créer un 
génome fonctionnel sont trop limitées pour procéder à la conception rationnelle d’un 
génome. Il est donc important de pouvoir identifier quels sont les éléments génétiques 
importants au bon fonctionnement d’une cellule et d’ensuite déterminer leur rôle.  
 
 
En utilisant la bactérie M. florum comme modèle dans l’article présenté dans ce chapitre, 
une approche de génomique comparative et de mutagenèse par transposon ont été combinées 
pour tenter d’identifier les éléments génétiques importants chez cette bactérie. Ces deux 
approches ont rarement été utilisées conjointement pour évaluer l’importance des gènes chez 
un organisme. Les génomes de 11 nouvelles souches de M. florum y sont dévoilés, ainsi 
qu’une liste de gènes essentiels chez cette espèce. De plus, l’article met en relief les 
différences entre les gènes qui semblent importants pour M. florum et ceux présents dans la 




Pour cette publication, j’ai effectué la grande majorité des expériences et des analyses, j’ai 
aussi rédigé l’article en collaboration avec Sébastien Rodrigue, mon superviseur. Jean-
Christophe Lachance a participé à l’analyse des résultats et à la révision de l’article. Jules 
Gagnon et Jean-François Lucier ont participé à la mise au point des méthodes bio-
informatiques. Dominick Matteau a offert un soutien technique lors de certaines expériences 
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The creation and comparison of minimal genomes will help better define the most 
fundamental mechanisms supporting life. Mesoplasma florum is a near-minimal, fast-
growing, non-pathogenic bacterium potentially amenable to genome reduction efforts. 
Using a comparative genomics study of 13 M. florum strains, including 11 newly 
sequenced genomes, we have identified the core and open-pan genome for this species. 
Our results showed that all strains share approximately 80% of their gene content. Of the 
remaining 20%, 17% of the genes were found in multiple strains, and 3% were unique to 
any given strain. Based on random transposon mutagenesis, we have also observed that 
290 out of 720 genes were essential in M. florum L1 grown in rich medium. We next 
evaluated different genome reduction scenarios for M. florum L1 using gene conservation 
and essentiality data as well as comparisons with the first minimal organism, Mycoplasma 
mycoides JCVI-syn3.0. Our results reveal that 409 of the 473 M. mycoides JCVI-syn3.0 
genes are present in M. florum L1. Conversely, 57 essential M. florum L1 genes have no 
homolog in M. mycoides JCVI-syn3.0. This suggests differences in minimal genome 







Synthetic genomics is an emerging field of synthetic biology combining different 
approaches and technologies to chemically-synthesize sections of chromosomes, or even 
complete genomes (1, 2), thus enabling the generation of engineered organisms that 
significantly differ from those found in nature. Given sufficient knowledge and proper 
execution, this could lead to the rational design of organisms built to accomplish specific 
tasks (3). However, the complexity of current model organisms is overwhelming, and 
outstrips our ability to understand how cells operate on a global scale (4). Minimal 
genomes, in addition to providing invaluable information about the essential genes and 
fundamental principles required to sustain life, would therefore facilitate systematic 
investigations towards a global understanding of cell functioning. Minimal cells could 
also become interesting platforms for rapid and affordable prototyping of engineered 
cells, further helping to uncover underlying genome design rules. So far, three main 
approaches have been used to determine the minimal gene set in various organisms: 




Comparative genomics uses sequence-based strategies to identify conserved genes, which 
are hypothesized to be maintained throughout evolution and shared across different 
organisms because of their important roles (5). The exact number and nature of conserved 
genes has been found to vary considerably between studies. For example, Land and 
colleagues reported that 3188 genes were always detected in Escherichia coli (6) while 
only 38 genes were found to be shared between 147 different species of bacteria and 
archaea (7). Some conserved gene sets are thus certainly too large to reveal the minimal 
genome, and rather correspond to important functions that are not necessarily essential 
but likely contribute to the fitness of an organism in its natural habitat (8). Other gene sets 
are simply too small to support basic functions like replication, transcription and 
translation. Indeed, when investigating large numbers (5, 9) or more distant organisms 
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(7). The results obtained through comparative genomics approaches are thus highly 
dependent on the set of analyzed organisms. 
 
 
Genes that are conserved within a species are thought to be important or essential in their 
natural environment. However, laboratory and environmental conditions can greatly 
differ, resulting in different genetic requirements. Experimental assessment of essential 
genes can be achieved through individual gene inactivation studies. In this regard, gene 
deletion (8, 10), transposon mutagenesis (11, 12), and transcriptional interference (13, 14) 
were used to identify dispensable genes. The results obtained from such experiments 
largely depend on growth conditions since, for example, cells may need certain metabolic 
pathways unless their products are already available in the medium (15). Gene 
inactivation strategies also tend to overestimate the number of dispensable genes since 
duplicated sequences or alternate metabolic pathways may be interrupted individually but 
not simultaneously, a phenomenon called synthetic lethality (16). On the other hand, 
certain genes can be essential only in the presence of another gene, for example to balance 
or counteract the activity of another gene product (8). Overall, these phenomena can lead 
to biases in the estimation of the number of essential genes.  
 
 
Cumulative gene deletions that result in genome reduction provide a more accurate picture 
of possible minimal genome compositions of a given organism. However, this approach 
involves considerable efforts along with well-developed genetic tools. So far, this strategy 
has only been applied to a few organisms including E. coli (18–21), Bacillus subtilis (21), 
Streptomyces avermitilis (22), Pseudomonas putida (23) and Mycoplasma mycoides 
subsp. capri (2). This latter species has undergone the most drastic streamlining with the 
removal of ~50% of its original genome, resulting in the creation of M. mycoides JCVI-
syn3.0 containing a single chromosome of 531 kb. M. mycoides JCVI-syn3.0 was 
described as the first “working approximation of a minimal cell” (2), and is currently the 
simplest organism capable of autonomous growth in axenic culture. Interestingly, 
minimal genome designs initially proposed for M. mycoides based on single gene 
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inactivation by transposon mutagenesis and other literature-based knowledge were not 
viable (2). Many optimization and debugging steps were required to obtain M. mycoides 
JCVI-syn3.0, highlighting the difficulty to identify and understand the role of essential 
genes even in the simplest cells. 
 
 
Mesoplasma florum is a bacterium first isolated from a lemon tree flower in 1984 (24). 
Unlike many other Mollicutes, M. florum shows a fast doubling time of <40 minutes, 
requires no sterol for growth, and has no known pathogenic potential. The genomes of 
two strains, M. florum L1 and M. florum W37 (25) have been completely sequenced, 
revealing a single circular chromosome of ~800kb, and positioning this species amongst 
the simplest free living organisms. Basic genetic manipulation tools comprising antibiotic 
resistance genes, plasmids and transformation methods have recently been developed for 
M. florum (26). Recently, the complete genome of M. florum L1 has also been cloned in 
yeast and transplanted in a recipient Mycoplasma capricolum subps. capricolum strain 
(27, 28), which will enable sophisticated modifications and re-engineering of the M. 
florum chromosome. This combination of low cell complexity, ease of manipulation, and 
the availability of genome engineering methods make M. florum an interesting model for 
systems biology and synthetic genomics. 
 
 
In this work, we report a comparative genomics analysis of 13 M. florum strains. This 
data was investigated in conjunction with transposon mutagenesis to identify conserved, 
accessory, and essential genes in this species. Finally, we propose and discuss different 
scenarios for potential M. florum genome reduction efforts according to results presented 









3.4 Results  
 
 
3.4.1 Genome sequencing of 13 M. florum strains 
 
 
Several Mesoplasma species have been isolated from plants or insects since the 1980’s (25, 
30–34). Of these, we have obtained 13 M. florum strains available from culture collections 
(Table 3.1). Two strains originated from Florida, and 11 strains were collected on a 
longitudinal transect from Maryland to Colorado (Fig. 3.1A). This variety of environments, 
organism of origin, and climates is expected to result in diversity of gene content in the 
analyzed genomes. The complete genome sequence of the M. florum strains L1 and W37 
have previously been reported (25). The remaining 11 M. florum strains were sequenced 
using a combination of the Illumina, Pacific Biosciences and Sanger technologies. In total, 
seven genomes (L1, W37, BARC 787, MQ3, CnuA-2, MouA-2 and W23) were fully 
assembled, resulting in circular chromosomes without any ambiguous position. The 
genomes of BARC 786, BARC 781, GF, W17, W20 and W12 were not unequivocally 
resolved during their assembly (containing one to four gaps) due to a total of five distinct 
repeated elements, either duplication or tandem repeats (Table 3.1). By keeping at least one 
copy of each problematic region in each final assembly, we estimate that virtually all genes 
are represented in these genomes, and that no more than a few kilobase pairs (kb) are missing 
in the chromosomes of these strains. The genome size of the 13 sequenced strains was found 
to vary between 738,512 bp (BARC 787) and 830,640 bp (W20), with a mean of 794.5 ± 
25.6 kb. As expected from the genome sequence of other Mollicutes (35), the GC content 

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figure 3.1. M. florum strains sampling and phylogeny. (A) Isolation sites of the 13 M. florum 
strains analyzed in this study. (B) and (C) M. florum phylogenetic trees constructed using 
concatenated alignments of 412 conserved proteins using the Kimura distance model (B) or 
maximum-likelihood (C). M. capricolum was used as the outgroup for both trees and is not shown 
because of the long branch length. Bootstrap values correspond to 100 repetitions. For both trees, the 









3.4.2 Genome annotation and phylogenetic analysis 
 
 
To apply a uniform procedure and minimize potential biases between annotations, gene 
prediction was performed on all M. florum genomes, including the previously sequenced 
L1 and W37 strains (dataset S1 and S2 respectively). Every genome was predicted to 
contain 29 tRNA genes as well as two ribosomal DNA loci, each encoding 5S, 16S and 
23S rRNAs. Between 651 and 740 protein-coding genes were predicted depending on the 
analyzed M. florum strain, for a total of 9,074 putative proteins in the combined 13 
genomes. The genomes showed a protein coding gene per kb ratio of ~0.88, which is 
typical of bacterial genomes (35). All proteins were clustered based on sequence 
homology (37). Genes conserved between all M. florum strains and M. capricolum as the 
outgroup were used to construct phylogenetic trees based on the Kimura distance model 
(37) (Fig. 3.1B) and maximum-likelihood (38) (Fig. 3.1C). Both trees showed practically 
identical branch lengths, and a very similar topology diverging only slightly around the 
L1-GF-MouA-2 subgroup. Overall, the trees revealed two main groups that are in turn 
subdivided in smaller groups. Although some closely related strains were isolated from 
nearby locations or similar organisms, the geographical origin and potential host were not 
sufficient to explain the observed phylogeny. 
 
 
The predicted proteins in the M. florum strains were grouped in a total of 1,150 homologous 
gene clusters. A core set of 546 clusters was observed in all representatives, resulting in the 
conservation of approximately 80% of the protein-coding genes in every strain (Fig. 3.2A 
and 3.2B). The majority (75.5%) of the 604 remaining gene clusters, also called the pan 
genome, was found in no more than 3 strains. Additionally, the number of gene families 
discovered kept increasing as a function of the number of strains analyzed (Fig. 3.2A), 
suggesting that M. florum has an open pan genome and that gene diversity in this species is 
not fully explored by investigating these 13 genomes. Considering that an average of 23.5 
gene families were found to be unique in each M. florum strain, several additional genes 




Figure 3.2. Pan and core genomes of 13 M. florum strains. (A) Core (blue, bottom curve) and pan 
(green, top curve) genome estimation curves made with the Willenbrock (39) and Tettelin (40) 
functions respectively. (B) Prevalence of the different protein clusters across 13 strains. (C) and (D) 
Average number of protein groups in COG categories found in the core (C) and accessory (D) 
genomes of each strain. COG categories are C: Energy production and conversion; D: Cell cycle 
control, cell division, chromosome partitioning; E: Amino acid transport and metabolism; F: 
Nucleotide transport and metabolism; G: Carbohydrate transport and metabolism; H: Coenzyme 
transport and metabolism; I: Lipid transport and metabolism; J: Translation, ribosomal structure and 
biogenesis; K: Transcription; L: Replication, recombination and repair; M: Cell 
wall/membrane/envelope biogenesis; N: Cell motility; O: Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones; P: Inorganic ion transport and metabolism; Q: Secondary metabolites 
biosynthesis, transport and catabolism; R: General function prediction only; S: Function unknown; 
T: Signal transduction mechanisms; U: Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport; 




3.4.3 Functional analysis 
 
 
In order to dress a functional overview of the M. florum genomes, the genes from the core 
and pan genomes were classified using the Clusters of Orthologous Groups (COG) 
functional categories (41). Most of the core genes (74.7%) could be associated with a 
COG category while most of the accessory genes (66.7%) could not. The core genome 
was enriched with functions related to translation (COG category J) that encompassed 
~23% of all assigned COGs (Fig. 3.2C). Genes related to carbohydrate metabolism (G), 
genome maintenance (L) and without known precise role (R) were also notably prevalent 
in the core genome. The G, L, and J category genes are indeed implicated in the cell’s 
most basic functions and were expected to be conserved due to their fundamental role in 
energy production as well as replication and gene expression. The distribution of COG 
categories in the pan genome was more diversified. For example, genes linked to 
carbohydrate metabolism and genome maintenance (G and L respectively) varied greatly 
in numbers depending on the strains although they were the most prevalent in the variable 
genome (Fig. 3.2D). 
 
 
3.4.4 Genome organization 
 
 
We next analyzed the genomic organization in M. florum strains by characterizing the 
relative position of the core genes. We found that although some rearrangements can be 
observed, the genomes are mostly syntenic with a large number of genes conserved between 
the different strains, and variable regions located within the same relative genomic loci in 
every strain (Fig. 3.3). Furthermore the gene order conservation (GOC) scores (42) of the 
core genes calculated for every combination of two strains had an average of 0.98 ± 0.06, 
where a GOC value of 1 indicates that all core genes are found in the same order between 
two strains. We also noted the presence of large weakly or non-conserved regions consistent 
with the presence of genomic islands. Regions with at least three consecutive non-core genes 
were studied further to determine their potential status as genomic islands resulting from 
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horizontal gene transfer. An average of 13.9 ± 3.4 such regions were identified in each 
genome, representing 19.4% of all non-core gene clusters. One such cluster, detected only 
in strain W37, W12 and W20, was located near the 660 kb position and contained 16 
hypothetical proteins as well as one protein predicted to be part of a phage tail fiber. Using 
BLASTp, we searched for protein homologs in other organisms. Of those, 12 had 
hypothetical protein homologs in Spiroplasmas and Entomoplasmas, which are the genera 
closest to Mesoplasmas among Mollicutes. We also detected an 11 gene cluster ranging from 
position 14,058 to 24,472 in strain BARC 781. According to the BARC 781 genome 
annotation, this cluster contained genes related to type IV secretory pathway and a predicted 
mobile element protein, whereas in the other strains this region was enriched with PTS 
system components proteins. Interestingly, the genomic location between translation 
initiation factor 2 and dnaJ was also found to be highly variable even among closely related 
strains. Depending on the strain, this locus contained between 1 and 21 genes encoding for 
proteins annotated as PTS system components, hypothetical proteins, phage related proteins, 
restriction-modification systems, as well as transcription regulators. These results suggest 






Figure 3.3. Core genome synteny of the 13 M. florum strains. Protein encoding genes of the core 
genome are linked across all genomes depending on their genomic locations. Each genome track is 
colored based on core proteins (green), non-core proteins (red) and functional RNAs (purple). 
Topology of the distance tree is represented on the left. 
 
 
3.4.5 Strategies for M. florum genome reduction 
 
 
An important goal of synthetic biology is to produce minimal cellular chassis by genome 
reduction. In addition to comparative genomics data, we also performed transposon 
mutagenesis to identify essential genes in M. florum L1. A collection of 3382 mutants, 
for which insertions occurred on average every ~280 bp across the genome, resulted in 
insertions in a total of 430 genes out of 720 genes (Dataset S3). No transposon was 
observed in the remaining 290 genes, which were therefore considered essential genes. 
The gene interruption and conservation data for the L1 strain were combined to identify 
the most important genes in M. florum (Fig. 3.4A). Most of the genes found to be essential 
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were also conserved across all M. florum strains, with only 25 not belonging to the core 
genome (Fig. 3.4B). A putative function could be attributed only to five of these 25 non-
core but essential genes, of which four could be associated to a COG category, and the 
remaining 20 were annotated as hypothetical proteins. The 110 genes found to be non-
essential and absent from the core genome included 66 of the 227 genes without COG 
association in strain L1. The 110 unconserved and non-essential genes represent 
interesting first-step candidates for genome streamlining. 
 
Figure 3.4. Overview of M. florum L1 genomic landscape based on gene conservation and gene 
essentiality. (A) Classification of M. florum L1 genes shown by a color representing core (C), non-
core (NC), essential (E) or non-essential (NE) genes with plus strand genes represented in the outer 
most layer and minus strand genes in the middle layer. Transposon insertion sites are also represented 
in the innermost layer. The 340-370 kbp region is zoomed to show an example of a locus containing 
all types of gene categories. (B) Gene distribution across the different categories. 
 116 
 
Three reduced version of the M. florum L1 genome were designed based on the gene 
conservation and essentiality data (Fig 3.5A). The first reduced genome version excluded 
all non-core and non-essential genes (610 genes remaining), the second contained only 
the core genes (585 genes), and the third included only the genes considered to be essential 
(290 genes). Both rRNA loci were included in these genome configurations, although 
only a single copy could be sufficient (2, 43). In each scenario, the approximate genome 
size was estimated by removing the CDS of the candidate genes, while all non-coding 
sequences were kept since most promoters and regulatory sequences in M. florum remain 
to be identified. A fourth genome reduction strategy, using the minimal bacterium M. 
mycoides JCVI-syn3.0 (2) as a reference, was prepared by including all the M. florum 
proteins having a homolog in this minimal M. mycoides genome. Interestingly, homologs 
were identified for 401 of the 584 M. florum core genes. The M. mycoides JCVI-syn3.0 
inspired genome reduction approach also included five genes identified as non-essential 
and non-core, while 57 genes marked as essential in M. florum L1 were absent.  
 
Figure 3.5. Genome reduction designs for M. florum L1. (A) Representation of four different 
versions of reduced M. florum L1 genome based on gene conservation, function, and essentiality. 
Genes are shown by a color representing core (C), non-core (NC), essential (E) or non-essential (NE) 
genes. In each case, the number of deleted bases is shown and corresponds to a sum of the CDS 
length of each deleted gene. (B) Number of protein encoding genes in each COG categories found in 




We compared the COG categories occurrence in each genome reduction strategy, as well 
as in the original M. florum L1 and M. mycoides JCVI-syn3.0 genomes (Fig 3.5B). In each 
genome reduction scenario, genes related to translation (COG category J) were more 
represented than any other. Genes related to lipid metabolism (I) provided the second 
most conserved gene category, though M. florum does not possess the necessary genes to 
perform lipid degradation or elongation. This category encompasses multiple 
acyltransferases which could be used to anchor lipoproteins to the membrane (35) as well 
as number of NADH and short chain dehydrogenases. Overall, the carbohydrate 
metabolism (G) category contained the largest number of accessory genes since even in 
the most conservative proposition where 34.8% of the genes seemed to be potentially 
dispensable. Of those, 69.6% were PTS system transport components or 6-phospho-beta-






Minimal cells constitute powerful tools to better understand the fundamental components 
and the basic mechanisms that support life. The first example of a minimal gene set was 
recently provided with the creation of M. mycoides JCVI-syn3.0 (2). Technical advances 
now also enable the exploration of the M. florum minimal genome. The development of 
oriC-based plasmids and antibiotic selections markers (26) constituted the basic steps that 
led to the whole-genome cloning of M. florum in yeast (28). This was followed by the 
establishment of a genome transplantation protocol for M. florum (27), and by a study of 
the impact of phylogenetic distance on this procedure. M. florum is therefore a bona fide 
candidate for genome reduction. However, this raises a few questions. Which genes 
should be removed from the genome to obtain a minimal M. florum? Given their 
phylogenetic proximity, would a minimal M. florum differ or be equivalent to the minimal 
M. mycoides JCVI-syn3.0? What could be learned by creating minimal genomes based on 





Two different approaches, comparative genomics and random transposon mutagenesis, 
were used to determine the gene composition of a putative M. florum minimal genome. 
The former exposed genes important for the survival of M. florum in its natural habitat 
whereas the latter revealed the genes essential in laboratory conditions. Through the 
analysis of 13 different strains (Fig. 3.1), we determined the composition of the M. florum 
core genome and explored the diversity of its pan genome (Fig. 3.2). Despite that some 
strains were isolated from distant sites (Fig. 3.1A), and from different plants or insects 
(see Table 3.1), a total of 546 different protein coding genes, out of an average of 688 ± 
23 per strain, were found to compose the core M. florum genome. The random transposon 
mutagenesis performed on strain L1 predicted a total of 430 dispensable and 290 essential 
genes under laboratory conditions. While it is possible that the relatively low transposon 
insertion density (on average one insertion every ~280 bp) spared a small number of genes 
simply by chance (which would result in the inclusion of a few dispensable genes in the 
minimal genome), this is unlikely to significantly affect our general conclusions about the 
putative composition of a minimal M. florum genome. Generating additional transposon 




Combining comparative genomics and transposon mutagenesis data can provide 
contrasting perspectives on which genes should be included in a minimal M. florum 
genome. While the 585 core genes could be expected to be sufficient for the survival of 
M. florum, 25 non-core genes are deemed essential by transposon mutagenesis in M. 
florum L1 (Fig. 3.4B). A minimal genome design based on conserved genes only is thus 
highly unlikely to produce a viable cell. This can be explained by the differences in the 
growth conditions and evolutionary pressures experienced by M. florum in the 
environment compared to laboratory settings. In fact, a majority of the M. florum core 
genes, 320 of the 585 (55%), are not essential in rich medium (Fig. 3.4B). An alternative 
scenario that only includes the 290 essential genes is also questionable as synthetic 
lethality is likely to occur and result in a non-viable minimal M. florum. This 
interpretation is supported by the fact that initially proposed M. mycoides minimal 
genome designs based on transposon mutagenesis and other literature-based knowledge 
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were not viable (2). Preserving both the core and essential genes would remove a total of 
110 genes, which has a reasonable chance of success but most probably remain far from 
the minimal genome composition. 
 
 
Another possibility is to infer the minimal M. florum L1 genome based on M. mycoides 
JCVI-syn3.0. A total of 409 M. florum L1 genes have homologs in M. mycoides JCVI-
syn3.0. Of these, 404 are part of the M. florum L1 “core or essential” gene set. Since all 
genes present in M. mycoides JCVI-syn3.0 are essential, this reveals interesting 
differences between these organisms. In spite of their phylogenetic relatedness, 69 
essential gene families are found only in M. mycoides JCVI-syn3.0. Conversely, 57 
essential M. florum L1 genes have no homolog in M. mycoides JCVI-syn3.0 (Dataset S1). 
It is possible that some of these genes perform equivalent functions although their 
sequences differ significantly. However, a majority of these M. florum L1 (~61%) and M. 
mycoides JCVI-syn3.0 (~54%) genes are annotated as putative or hypothetical proteins 
with no clear function, making further investigations more difficult. This highlights our 
current inability to unambiguously assign functions to a large number of genes and to 
analyze cell physiology using a truly functional perspective, which constitutes a major 
challenge for biology. Nevertheless, a scenario emerging from this comparison would be 
to combine the 57 essential genes only found in M. florum L1 to the 409 genes that have 
a homolog in M. mycoides JCVI-syn3.0. This would likely represent a better 
approximation of a minimal M. florum genome given the data currently available, and 
implies that the two organisms are in large part similar but still contain differences in spite 
of their phylogenetic relatedness. 
 
 
What could be the conceptual nature of the differences observed between M. mycoides 
JCVI-syn3.0 and the proposed M. florum minimal genome? In principle, the minimal 
genome can be divided into three categories, a hard-, semi-hard- and a soft-minimal 
genome. The hard-minimal genome includes genes encoding functions that are essential 
and performed in a similar fashion across different strains or species (i.e. genome 
replication, protein synthesis, etc.). The semi-hard category contains functions essential 
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for any organism but for which alternative genes or strategies are possible to fulfill the 
same requirement. For instance, different gene families can ensure the same functions as 
exemplified by non-orthologous gene displacement (44). The soft-minimal genome is on the 
other hand composed of genes that are crucial in a given organism or environment but not 
necessarily in others. The availability of particular nutrients in the environment or the 
presence of a particular gene which affects the essentiality of other genes represent 
possible factors affecting the soft-minimal genome. Given that all genes should be 
essential in the proposed M. florum L1 minimal genome and in M. mycoides JCVI-syn3.0, 
by definition their differences can only reside in either the semi-hard- or soft-minimal 
genome categories. Since the semi-hard-minimal genome of phylogenetically closely 
related bacteria is expected to be relatively small, the soft minimal genome is more likely 
to explain the distinctions between a minimal M. florum L1 and M. mycoides JCVI-syn3.0. 
Indeed, the gene composition of these strains derives from data obtained in rich but 
slightly different media. Transposon mutagenesis performed on both strains in different 




In conclusion, although the technology to build entire genomes is now accessible, 
synthetic genomics is increasingly limited by our understanding of cell functioning. A 
significant fraction of genetic components are still poorly characterized even in the most 
thoroughly studied organisms. Because of their lower complexity, minimal genomes offer 
a remarkable opportunity to investigate the most fundamental cellular functions that 
support life. Furthermore, the construction of minimal synthetic chromosomes will 
facilitate the generation of several genome versions that could help infer the rules 
governing genome organization, which currently remain vastly unexplored. The use of 
minimal cells will also facilitate the establishment of comprehensive whole cell models, 
which is currently hindered by excessive biological complexity. These models could 
become powerful tools to predict cell behavior or, and to create synthetic genomes. 
Overcoming these important challenges will constitute a stepping stone toward the 








3.6.1 Culture conditions and molecular biology methods 
 
 
M. florum strains were grown at 34°C in ATCC 1161 medium (26). Genomic DNA 
extraction was performed using the quick-gDNA mini-prep kit (Zymo research) for the 
preparation of Illumina libraries, and using the Puregene yeast/bact. kit B (QIAGEN) for 
PCR-free Sanger sequencing and Pacific Biosciences libraries. The extractions were made 
according to the manufacturer’s instructions except that M. florum cells were washed in 
a resuspension buffer (8mM Hepes, 272mM Sucrose; pH 7.4) prior to the gDNA 
extraction. PCR reactions were performed using VeraSeq DNA polymerase (Enzymatics) 
and primers listed in Table S3.1. Routine PCR conditions were as follows: (i) 30 sec at 
95°C; (ii) 30 cycles of 10 sec at 95°C, 30 sec at the appropriate annealing temperature, 
and 30 sec/kb at 72°C; (iii) 2 min at 72°C. PCR products were purified using Solid Phase 
Reversible Immobilization (SPRI) bead capture using Agencourt AMPure XP magnetic 
beads (Beckman Coulter) (45).  
 
 
3.6.2 Genome assemblies and annotation 
 
 
The genomes were assembled as previously described for the M. florum W37 genome 
(25). For each strain, two Illumina libraries were prepared, one with 200-250 bp inserts 
and the second with 450-750 bp inserts both sequenced in paired-end reads of 144 bp and 
100 bp respectively. Pacific Biosciences RS libraries (using C2 chemistry) with inserts 
larger than 5 kbp were also prepared. The Illumina reads were used to correct the Pacbio 
reads and all sequences were assembled with Roche gsAssembler version 2.6 and Ray 
version 2.1.0 (46). Both assemblies were merged and manually inspected before being 
completed (or completely scaffolded, see Table 3.1) using Sanger sequencing of selected 
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PCR products. All the Sanger sequencing reads were generated by the Plateforme de 
séquençage et de génotypage of the Centre de Recherche du Centre Hospitalier de 
l’Université Laval (CRCHUL). Pacbio sequencing was performed by the Yale Center for 
Genome Analysis (YCGA) and at the Centre d’innovation Génome Québec et Université 




3.6.3 Comparative genomics and functional analysis 
 
 
The annotated genomes were analyzed with get_homologues (48) (v. 2.0) to identify the 
core and pan genomes using the COGtriangle (36) method for bidirectional best-hits 
determination. The comparison between the M. florum strains and Mycoplasma 
capricolum subsp. capricolum ATCC 2734 (Refseq: NC_007633.1) to identify the protein 
set used for the phylogenetic tree creation was performed using the same method, as well 
as the comparison between M. florum L1 and the synthetic bacterium Syn3.0 (GenBank: 
CP014940.1). Genome synteny was determined using the core protein clusters 
coordinates and visualizing their location across all the genomes using the GMV genome 
browser (V. 1e-93) (49). The gene order conservation scores were determined as 
previously described using the core genes (42). Genes separated by less than five core 
genes were considered contiguous (42). For the functional analysis, the latest COG 
database (50) was downloaded from the NCBI ftp website 
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/COG/COG2014/data/). Every proteins were compared to the 
database using BLAST (51). The results were filtered based on the e-value with a stringent 
threshold of 1e-10. Available conversion tables from the NCBI ftp website were used to 









3.6.4 Phylogenetic tree construction 
 
 
An alignment of the amino acid sequence of 412 conserved proteins of the 13 sequenced 
M. florum strains and M. capricolum was made using ClustalO (V.1.2.1) (52). Unaligned 
and low confidence regions were removed using Gblocks (V. 0.91b) (53) to produce a 
sequence matrix of 138,476 amino acid sites. Both phylogenetic trees (see Fig. 3.1B-C) 
were made from this alignment using Seaview (V.4.6.1) (54). The distance tree was 
generated by neighbor joining using BIONJ (55) with the Kimura distance model (37). 
The maximum likelihood tree was generated using PhyML (V3.0) (38) with the LG 




3.6.5 Transposon mutagenesis 
 
 
Tn5 transposomes were assembled in vitro using EZ-Tn5 transposase (Epicentre) without 
Mg2+ as recommended by the manufacturer. The transposon DNA was obtained from the 
digestion of the pTT01 plasmid with the restriction enzyme PvuII and conferred 
tetracycline resistance. The transposomes were transformed via electroporation as 
described by Matteau et al. (26) using a voltage of 2.5 kV. Insertion mutants were selected 
on ATCC 1161 plates supplemented with 15 µg/ml tetracycline. Transposon insertion site 
was determined by Sanger sequencing on gDNA. Genes that contained at least one 









3.6.6 Data Availability 
 
 
The complete genome sequences are available in GenBank under the following accession 
numbers: BARC 781 (CP022511), BARC 786 (CP022510), BARC 787 (CP022514), 
CnuA-2 (CP022513), GF (CP022509), MouA-2 (CP022508), MQ3 (CP022512), W17 
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Table S3.1. List of primers used in this study. 
Primer name Sequence Primer name Sequence 
TCTAGA-g13-
15-XL-F GTTCCTGGAAGATATGTAGAAACAA TCCAAG-g34-R ACTTTTGAAATCATGAGTAATGC 
TCTAGA-g13-
15-XL-R CTAGGGCAATACTATTATCTGTATC TCCAAG-g35-F AATTAATGCAATCATACCTACGT 
GTTCCG-g5-F2-
gDNA GGCTTATTTTCGTCGTCAATTTTTG TCCAAG-g35-R TGGTGTATCAGTTATATTTGCTATC 
GTTCCG-g5-
R2-gDNA CCAAAACTTGTATGTACAGATAATG TCCAAG-g36-F CCGCACCATAAGAAAACAAAA 
TCTAGA-ng13-
F-gDNA CTGCATCAAAAGGTGTTATTGCC TCCAAG-g36-R AATGTTTGGTCCCTCTGGAG 
TCTAGA-ng13-




F-gDNA CTGGATGATACTTCTTAGCTAATGT TCCAAG-g37-R TGTATTATCAACACGAGTCCCTC 
TCTAGA-ng7-F GCCATTACATTTGGCCTGTT GCATGC-g1-F CTGAATCAAATATGGCCTTA 
TCTAGA-ng7-R AATTTCGCCTTCCTTTCTATTTATG GCATGC-g1-R TCCAAATAAATATAAAACTTCTGTG 
TCCAAG-g17-
F-gDNA2 GCATATCTTCACTAGCAGAAGAAAA GCATGC-g2-F GCACCACAAACTTTATATGC 
TCAATCG-g4-
R-gDNA ACCAGGCAATGTTCATGAATTTG GCATGC-g2-R CTTCTAACTGAACTTCTTTAGCAC 
GAGGAG-g29-
F-gDNA CGTCTAATTAGCTCTTGAGTGTAA GCATGC-g3-4-F GATTAAGCAAAATATCTCTGAATTT 
TCTAGA-ng3-
R-gDNA GTTTGGTTGATATAGCAATGGTCAA GCATGC-g3-4-R TTTTGAGCTGGTTCACTATCTAA 
TCAATC-g32-
R-gDNA CACAATTACATTCTGTTTATTACCA GCATGC-g5-F GCTGGAGATAAATTCATTGTT 
GCATGC-ng3-
4-F-gDNA GGTGATGCTTTTAAAGTTGAGC GCATGC-g5-R TCACTTAATGTAATAGTTCCAACAG 
GCATGC-g40-
F-gDNA AATTGGCAGACGCACTAGACTT GCATGC-g6-F GCATTGGAAGCCTTAATTATATTA 
TCAATC-ng17-
F-gDNA GATGGTTTTGCATGAAACTGAAC GCATGC-g6-R TATTTGATATCTTTTCTAAGCGC 
TCAATC-ES-F-
gDNA ACGCAATAACAGACAACACAA GCATGC-g7-F GTTGTGAAAACTGGTTTTGAC 
GCATGC-ng13-
F-gDNA TTCTCATGCGATAATAACATCCAC GCATGC-g7-R ATCTCATAAATTTTGATACATCTTC 
GTTCCG-g5-F4-
gDNA TAATCGAAAGGCAATTCATTATTCC GCATGC-g8-F CAATTTTAGTTATAGAGGTTGATGG 
GATGCT-g10-
F3-gDNA GATACTTATGGTGGATATTCACGT GCATGC-g8-R GCACAGAATTCAAAAGTTGG 
GATGCT-g15-
F2-gDNA CAGTTCTACCTTCAGCTTTAACTTC GCATGC-g9-F TTCTACGTCTCTAACATCGGAA 
GATGCT-g15-
R2-gDNA CATCTAAATCTTCTGGTTCAAATTGG GCATGC-g9-R TTAATGAATGCTTTATTTCTCAATC 
GCCTTG-g14-
R2-gDNA CTTGAGGTGTTGTTTCAAGTCCTTC GCATGC-g10-F GATGATTTAACTAGACCTGATCAAG 
GATGCT-g10-
F2-gDNA CTTAAAAACTGCAACTTATGGACAT GCATGC-g10-R AAATTAATTTTATTTGATGTGTTGC 
TGTCGC-g1-
R2-gDNA TTAATCATTACTAAAAAGTTATGGAATTTC GCATGC-g11-F ATCATTAACGCCTTGTATTATAGGT 
TGCCAT-g4-
g10-F-gDNA GTTTCTATCGACGGAGATCATAC GCATGC-g11-R GTAAATGATTTGATGAAAGTTTTGG 
TGCCAT-g4-
g10-R-gDNA TGTCGATCAGAATTTATAGCACTATC GCATGC-g12-F TATCATGAATAAAGTTGATAATCAG 
TGTCGC-ng8-F-
gDNA TGCTATTCATGTCAGTATATTGGTAAG GCATGC-g12-R CATACATTCAATTTATAAATGCATC 
TGTCGC-ng8-




R3-gDNA ATTTTATATTTGACAAAGCTGACTGATC GCATGC-g13-R TAGAATTACCTATTTTAAATTTTGC 
GATCGT-g4-
R3-gDNA AACACAAACCTAAAAGAGCTATAG GCATGC-g14-F GTAATTGATGGAGATAGTGCA 
GTCCTA-g12-F-
P CATGTTGCTTCTTGTTCTGTG GCATGC-g14-R TATTAACTAGAGAAATACAACCAGG 
GTCCTA-g12-
R-P ATTACAAGAATCATATTCATGAGATG GCATGC-g15-F CTTCTGTTTCTGTTGTTTCAT 
GTCCTA-ng4-F-
gDNA GGATTACAAGTTTACCAATTTGTAT GCATGC-g15-R TATTATACCCTATACTTTGTTTTTG 
GTCCTA-ng4-
R-gDNA CCAGCAGCAGATAACTCATCT GCATGC-g16-F CTGTTAAAGTTGAATCAAATAATCC 
GCATGC-g20-
XL-F ACACTCTTACATATAAAGGTGAAGTTAC GCATGC-g16-R TTCAGCAGATGCAGTAGTTG 
GCATGC-g20-
XL-R ACAATTAGAGAGCCAATATAGTGAAATC GCATGC-g17-F CATTGAGTTCTTCATCACTTG 
GCATGC-g16-
XL-F CGATTGTACCAGTAACTTTAGCACC GCATGC-g17-R AGGACTTGAAACAACACCTC 
GCATGC-g16-
XL-R ATTAAATAGCCATCATAATTTTCATCACTTG GCATGC-g18-F TTCTAATACTATTTCAGTTTCAACG 
GATGCT-g4-
R2-gDNA ATCACAAAGATCAAGAGCTATTGC GCATGC-g18-R TTATTCCAATAGTTTTAAATGCATC 
GATGCT-g13-
F2-gDNA GCTTCAGCGTTAATTGATTCAATT GCATGC-g19-F GATGCATTTAAAACTATTGGAA 
GATGCT-g13-
R2-gDNA AATCCATTAACTAAAACAACAAGTG GCATGC-g19-R TTGTATTTAGAAAGGATACTAATGG 
GTCCTA-ng8-F-
gDNA GTACCAACTACAGCGAATGATGATA GCATGC-g20-F TCTTTCTATTTTAATCAACTACAGC 
GTCCTA-g12-
F2-gDNA CTCGCTTGAGTTCTTTTGCTTAT GCATGC-g20-R ATGCGACTATTTCAGAAGAAA 
GTCCTA-g6-F2-
gDNA CAAACATTCTGTATGAATTTTGACT GCATGC-g21-F TTTGGTTCTGCTTACTTGGTTAG 
TGCCAT-g10-
F2-gDNA TCCATTATTACCAGCAATAATACCC GCATGC-g21-R TTTGTTGCTTCAAGTAACGC 
GTACGT-g33-
R-gDNA TTTCTATCGACGGAGATCATAC GCATGC-g22-F CATAATGAAACAATGTAAATACTGC 
GTACGT-ng30-
F-gDNA TATTTTGTACATGAGAAGTTAGTTG GCATGC-g22-R GAAAACAAACCCTTTGCAAA 
TCTAGA-ng13-
F3-gDNA AAACCAAAAATTGAAGAAGCAATAA GCATGC-g23-F CTCTTAGCTCACTTGTTGTAAAC 
GAGGAG-g6-
F2-gDNA TGAATGCTCTTAATAACACTGGTGG GCATGC-g23-R GAATATTTTGAACAGTTAAGAAAAG 
GAGGAG-g6-
R2-gDNA ATGTTTTATTGTTGTCCCCTGTG GCATGC-g24-F GAAAATGGTCCTATATTTATGTCTT 
GCATGC-ES-R-




F2-gDNA CAAACATTAATTGAGCATTACCAG GCATGC-g25-F GCTAATGCATTATGAAATTTTG 
TCTAGA-LG-F-
gDNA TAAACGAACAGTACATAAGAGTTCT GCATGC-g25-R TATTTCTTGTAAATTAGACTGAGTG 
TCTAGA-LG-R-
gDNA AGAACTCTTATGTACTGTTCGTTTA GCATGC-g26-F GATTTGATGGATTGTCTTATGAT 
GAGGAG-ng18-
F2-gDNA CGTAGAAATCCATTAATCATTCCA GCATGC-g26-R AGCTTTTAAATTCTCTAAATCTTCG 
GCATGC-ng16-
F2-gDNA AACTACTGAAGCTACTCATAGTTG GCATGC-g27-F GGTTATGGTTTAGATTATCAAGAAA 
TCTAGA-ng12-
F-gDNA AACATTAATCAATTTACGGATACTG GCATGC-g27-R ATAAATACAAGGAGAAATTAACATG 
TCTAGA-ng12-
R-gDNA CCTATTTCAGCTGATCTAATAACT GCATGC-g28-F GCAATTTTTGTGGTAATTACTTTAG 
TCTAGA-ng13-
F2-gDNA CTGACTTAGAAATAACTGGCATTTT GCATGC-g28-R AATTTGATGATGCAATTTTAGAAG 
TCAATC-ng16-
F-gDNA GTTGAATCAGCTCATAATTTTGCAT GCATGC-g29-F TTCTAACTTATCATGTCTGAAAGTT 
TCAATC-ng5-
R-gDNA ATTCAACATTCACTAATACTAGAGA GCATGC-g29-R TCAAACTTTGAAAATTTACAATATG 
GAGGAG-ng4-
R-gDNA TTATCACCAAAACTAGAAGAAGC GCATGC-g30-F TTGTCTGATATTTCAATCCCTT 
GAGGAG-ng6-
R-gDNA GAGATCTAACATCTATGAAGCCA GCATGC-g30-R AGTTACTTGACGTTACAACTCAAA 
GAGGAG-ng15-
F-gDNA ACTCAAGTTCCATACAATCCTC GCATGC-g31-F TCATCTTTAGTAACGTTTGATTGAG 
GCATGC-ng25-
R-gDNA ATCAACCATAACAACTTGCTG GCATGC-g31-R GTAGATTAACTGCTTTAGGACCTG 
GCATGC-ng13-
F2-gDNA GTACAATCCTGTAACAATTTCAAAT GCATGC-g32-F CTTGAATTGACTCTTTTGAAATTGT 
GTACGT-ng12-
F-gDNA GTCCAAAGTTAATGACTCGCTA GCATGC-g32-R GGTGCTTTAGCATTCTTTACTG 
GTACGT-ng13-
F-gDNA GTTTTCGAGCAAAGCTGCAAG GCATGC-g33-F GGAACTGCATTAGGAGGAGT 
GAGGAG-ng21-
F-gDNA GGTAATGCAACAACAGATACAC GCATGC-g33-R GACTAATTCATTAGCAAGCTTTG 
GAGGAG-ng22-
F-gDNA CAACAGATTTAAAAGCACGAAAAGA GCATGC-g34-F CCCTTAAGAGAATTAGAAATTG 
GAGGAG-ng18-
F-gDNA TGTAGTTCAGAATTTTACGAGGC GCATGC-g34-R GTTATATAAGTTTCCTCATCTACCC 
GCATGC-ng16-
F-gDNA ATGCTGAAAATTTCGATGGTG GCATGC-g35-F GGGTAGAAAAGAAGCAACTAAA 
GCATGC-RNC-
F-gDNA CAACACTCAAGAGATAATGACTTAG GCATGC-g35-R TAAAGCCATAGTTGCAGATAATAC 
GCATGC-RNC-




F-gDNA CTTAGAACATTGCCATCTTCTGA GCATGC-g36-R AACATTGCTACAGCGACTAC 
GTCCTA-ngX-
R-gDNA TCCTTTTACTAAGTGAAATAATCCAG GCATGC-g37-F CATAATGCAGAAGGAACTAAATATT 
GATGCT-g13-
R4-gDNA CGAACCAATCAACCTTCTATTTAT GCATGC-g37-R AATAAACCATTTGTTGGAGC 
GTCCTA-ng4-
F2-gDNA CCAAACTTTATATTCTTATTAGTTCCAG GCATGC-g38-F TTGAACAAGTGGTCAAGTTAA 
TGGCCA-g1-F GGTGTAGGAAAAGGGAGTGTT GCATGC-g38-R TGGCATCATTTTCATATCTT 
TGGCCA-g2-F CTTACAACCAAATAAGCTTTTCAAG GCATGC-g39-F TAAATCAAAAAGATAGGAGTTGTAG 
TGGCCA-g3-F GATTTATCTGCAACTTCCTGAGTT GCATGC-g39-R TTTTCTATAATTACACTTCTGCTTT 
TGGCCA-g4-F ATGTAGAAATTTCAGCTGAAGCTCC TGTCGC-g1-F TGTTATTCATTCTACTTGCTATGTC 
TGGCCA-g5-F GGGATTTTATCTGATAACAACGCG TGTCGC-g2-F GCACCATCATCAATTGATAA 
TGGCCA-g6-F GACCATCTGTTCTTCTGTCATCA TGTCGC-g3-F CTTGAATCAGCTTTGTTAATTGT 
TGGCCA-g7-F GCCTGGTGTTCAAGTAAGTGT TGTCGC-g4-F GCAACAACATCAATGACTGC 
TGGCCA-g8-F GAACAGAAGTTTCGCTTAATGCAAA TGTCGC-g5-F CTTCAAGAGCAAAATTGAGAG 
TGGCCA-g9-F GGCTTTTCTCTCGGCTCTAA TGTCGC-g6-F GGTCAAGACTTTGATGTTAGTGAC 
TGGCCA-g10-F GACACGTGGAAGAATTACATATAGA TGTCGC-g7-F CTGTTGATGCTATAACGAATGA 
TGGCCA-g11-F GAATCCTTACGCCGAACACAG TGTCGC-g8-F GAAGTTAAGTAAATGAGAATTTGAA 
TCTAGA-g1-F GTGAGCATAAATATCTTGATTCCCT TGTCGC-g9-F CTTCAATATTATTGTAACGGTTATC 
TCTAGA-g2-F CACCCTTTCCATCATTTTTTGAATT TGTCGC-g10-F CAGCTGAATTAAATGAGCAAA 
TCTAGA-g3-F CCAGCAAATTTAGGTTGTCATTCTT TGTCGC-g11-F CCATATCTGCCATTTGTAACA 
TCTAGA-g4-F GCATCCAAATTAGATTTGACGCT TGTCGC-g12-F CATGAATAAAGTTGATAATCAGTTT 
TCTAGA-g5-F CTACTTTAATTCCAGGACCCATTG TGTCGC-g13-F GCCAGGATCAAACTCTCATT 
TCTAGA-g6-F TCAATATTGGGTGATGATCAAGATC TGTCGC-g14-F AATACTAAACTCGCTGCTAAA 
TCTAGA-g7-F TTACAAGCAGGCGGTCAG TGTCGC-g15-F CAACTTGAATCTGTTTAGGACT 
TCTAGA-g8-F CCTTACGGATTCTTTCACAAACTG TGTCGC-g16-F CAAATTCAACTAATCTTCTTACAAT 
TCTAGA-g9-F CCTGATGGTATTTTGAAAATTACAC TGTCGC-g17-F TAGTTGACAACCTCATAAGAGTCTT 
TCTAGA-g10-F GTCATGAAGAAGTGCTCGAGAT TGTCGC-g18-F GTGTAATGTTATGGGTTTAGATAAA 
TCTAGA-g11-F CTCGTGCGCTTCTTCTTTG TGTCGC-g19-F TTCACATCTGCGTTCTATAATT 
TCTAGA-g12-F GCTTGAACAGTTAATGAATGAAATC TGTCGC-g20-F CTGGTTAATGTAGCTTCAATAATTA 
TCTAGA-g13-F CAAGGCCTTTATTTTCGCTTAACAC TGTCGC-g21-F CTTCTTGAAAGAAATTAAACCATTT 
TCTAGA-g14-F GGAGAAATGCGTGAGAAG TGTCGC-g22-23-F GGAACAGAACTTGAAGGACTT 
TCTAGA-g15-F CTTCAGCTTCTGGGTCTTTATTATT TGTCGC-g24-F ATTTCTGACGTTCCAATTTT 
TCTAGA-g16-F GGAAATTTTGAGGCAAAACTAGGTA TGTCGC-g25-F CTTGTTTAAAATCTCTTGGTTTT 
GAGGAG-g1-F GTTAAACCTTCACAAACTGACTCAG TGTCGC-g26-F CATGATCATATAAGCTGTAAGCA 
GAGGAG-g2-F GCCGCTATTGTAATATGAGTTGT TGTCGC-g27-F GCGCTCAAGTCTTTATCTAAT 
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GAGGAG-g3-F CACCACCTGAACGTGAGTT TGTCGC-g28-F GGCTCATATTTTGGCTTATGT 
GAGGAG-g4-F CCCTTATCCCGCACCATAAGA TGTCGC-g29-F TTTCAAATGGTTGTGGTCTT 
GAGGAG-g5-F GTTCTTTCATAAACTGGCAGCG TGTCGC-g30-F TCAGCTATTTCACGATGAGTT 
GAGGAG-g6-F CATTATAGTGAGTCCATGCTGT TGTCGC-g31-F CAGGAGCTAAGAAAGATTGC 
GAGGAG-g7-F CACAGGGGACAACAATAAAACAT TGTCGC-g32-F CAATTTTTGCATTTTCATGT 
GAGGAG-g8-F CTGATGCGCTTAGAAAAGATAT TGTCGC-g33-F GTTGCTCATCTATTTGTAACAAG 
GAGGAG-g9-F GAGTGGGATGATATTGAAATGGTT TGTCGC-g34-F AACTCTGTTGATACTTCTAAGGG 
GAGGAG-g10-F CTCTGATTGTGCATTGACTCAAC TGTCGC-g35-F TTCAACTTCTCAGTCAGCTG 
GAGGAG-g11-F GATCATGTCATTAATCCTCTAATCT TGTCGC-g36-F GAGCACCTGTTGTTACGTTT 
GAGGAG-g12-F GACTGATGCAGCTAATGTAACAA TGTCGC-g37-F GAAGTTGGGAAAATGAGATCA 
GAGGAG-g13-F TGATTGGGAAATGATCTTTGAAAAC TGTCGC-g38-F CCCTTTAACTTATCAAAAATCA 
GAGGAG-g14-F CTAATGCGTTAATTTCTTCACCTTT TGTCGC-g39-F CATTCTCCAAATTTATAAAAAGG 
GAGGAG-g15-F CCTCACATTGATAAACCTGATG TGTCGC-g40-F GGTTATGAAAAAGATGAGTTAGC 
GAGGAG-g16-F GCTTCATCATATGCATTTAAAACAA TGTCGC-g41-F GCAGTTCTTCCAAATCTTTACT 
GAGGAG-g17-F GCCTTAAAAACGCAAATATCAATAC TGTCGC-g42-F GGTTGTTTATTTGCAGCTTTAG 
GAGGAG-g18-F CACAAGAAGCGTAGGTATTACATG TGTCGC-g43-F GAATGCAAATATTTGTTAAGTCATT 
GAGGAG-g19-F CTGGTGAAGATAGTATAGCTAACTA TGTCGC-g44-F CCAGATAGACTGCAAACTGTAATAA 
GAGGAG-g20-F CAAAGATGGTGAAACTGTTTACAAT TGTCGC-g45-F GTTACTGACTTGATAGATTCATTCA 
GAGGAG-g21-F CAGACTGTTCCTGATGATTTAAA TGTCGC-g46-F GATGGCAATTGGTTTTGTAGT 
TGGCCA-g1-R ATTTCTTAAAACTTGAGTGGCACC TGTCGC-g47-F TGGCTTTTAACCAGTGGG 
TGGCCA-g2-R GCAGATAAACTTTTAACACCATCAT GTGCAC-g1-F ATTTAACTGTATTTGAAGCCG 
TGGCCA-g3-R AGCTAGATCATCAAATGTTGTTGAG GTGCAC-g2-F AGGGTTTGCAAACAAAATTAT 
TGGCCA-g4-R ATATTTCTTTAGCAAGAAGTGAATG TGTCGC-g1-R CTTACTACTCAATCAACAATGGG 
TGGCCA-g5-R CCTGTAACAATTTCAAATTGAGTAC TGTCGC-g2-R GAAATTTAGTTTCATACTCAGTTGG 
TGGCCA-g6-R AGAATGCTATCTTTATCACCAGAAG TGTCGC-g3-R TAAACGGTAAAGCTGAAATGTC 
TGGCCA-g7-R AGTCTCTTTCACCAGCTTCAAG TGTCGC-g4-R GCTTTTTCAATTTCAGAATGTTC 
TGGCCA-g8-R GAAAGTACAGCAGGAAGTGAATTAC TGTCGC-g5-R TCAATATCTGATGAGATAGATAGCA 
TGGCCA-g9-R ACATTTTGTTGAAAGGTATTGCCC TGTCGC-g6-R GATCAGCATTCATTTCTCCA 
TGGCCA-g10-R CGTTTGGGATTTCTACTCCAC TGTCGC-g7-R AATTTAATAATGCAAGGTTACCC 
TGGCCA-g11-R CGCGTTGTTATCAGATAAAATCCC TGTCGC-g8-R GATCTTCAGTTAAGTATTCTAAACC 
TCTAGA-g1-R TAATTCATCTAATCCAACTCAAAGC TGTCGC-g9-R TTTTGATTCAAAACCTTCAC 
TCTAGA-g2-R GGTGGGCAAAAACAACGTTTA TGTCGC-g10-R GATCCTACTATGGCATACGC 
TCTAGA-g3-R TTAACAGCTCTTCCGCTTATTG TGTCGC-g11-R CAGGGTCATTTACTATAGGATGTTT 
TCTAGA-g4-R GAGAATTTTGAATTGGCACACTTAC TGTCGC-g12-R AAAGATCTGGTGGTCATAGC 
TCTAGA-g5-R CCAAAAGGATTAATGCCTAACCC TGTCGC-g13-R AAACATGACAAATGGAACATTTT 
TCTAGA-g6-R TTGCATCATAAATACTGCTTTTGTC TGTCGC-g14-R GTTTAATTGGAATGTTATCAGC 
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TCTAGA-g7-R AAGACTTGTTAGATGGTGAAATGGC TGTCGC-g15-R CAGTCCCAACTTCAGTTTC 
TCTAGA-g8-R AAGCAATGAGAATGTCACCATCTTC TGTCGC-g16-R GGAAAAGAAAGCTGATTATTT 
TCTAGA-g9-R GATGGTGACATTCTCATTGCTT TGTCGC-g17-R GAATTTGGTGAAAATCAAATATCAT 
TCTAGA-g10-R GATGTTGTCAAATGAGATGATGAAA TGTCGC-g18-R AATATTATCATCATTCGCCG 
TCTAGA-g11-R TTTCATCATCTCATTTGACAACATC TGTCGC-g19-R CATTCACAACAGCTGAACTAG 
TCTAGA-g12-R ATCATTTCTTTTGCTTCAGGG TGTCGC-g20-R GTCAATTTCAAGTGAAACAGTTAC 
TCTAGA-g13-R CTTCTCACGCATTTCTCCACGA TGTCGC-g21-R TTATTGGCTTTATCATCAATGG 
TCTAGA-g14-R TAATTTTCCTGAGTTTTAAACAACC TGTCGC-g22-23-R GCATTTACATTACTTGATTATGATG 
TCTAGA-g15-R GGTTTAACAGTTGTTGCACCTTC TGTCGC-g24-R TATCAGCAAATAACATTAACGATAG 
TCTAGA-g16-R TTCGAGTCCCTTATCCCGC TGTCGC-g25-R TTATTCTTAGGTTATCCAGAATATG 
GAGGAG-g1-R CAAAAATTGGATTCACTTCTCC TGTCGC-g26-R CGCAACATTTACATTGTTTC 
GAGGAG-g2-R AATGAATGAGCAAAACAGTACTATG TGTCGC-g27-R AGTAAAAACAACATTTGAAGATC 
GAGGAG-g3-R TCATTTACCAACAAGATAACCAATC TGTCGC-g28-R ATTATTTTCTGGGTCAAAATCTG 
GAGGAG-g4-R GTACAGCACCAGTCGCAATAC TGTCGC-g29-R TGCAAATGATTTCTTTGGTAAG 
GAGGAG-g5-R CCACCAGTGTTATTAAGAGCATTCA TGTCGC-g30-R CAATTGAAACAGTGACAGATG 
GAGGAG-g6-R ATCAATTCTGACACAATTACTGTAC TGTCGC-g31-R ATCAGCAATCTTGAGAGATGA 
GAGGAG-g7-R GGGATGATACTTCTTAGCTAATGCT TGTCGC-g32-R ATGCATTACTTTTATTTGAATCA 
GAGGAG-g8-R CAAGAGAAAATCACACTAAAGTTTG TGTCGC-g33-R ATTACTGCATCTTTAGTGGTTG 
GAGGAG-g9-R TTTTATCAAAACCTGCTTTAACAAC TGTCGC-g34-R TATATCATTTATTATCCTTCATTCC 
GAGGAG-g10-
R ATTAAATCATCTTTCGCTTTCTGTT TGTCGC-g35-R AAAGATTTAATTGAATTAGGTGATG 
GAGGAG-g11-
R AAGAATTTTTAGATAGTCTTGATGG TGTCGC-g36-R ATGAAGCGATTGATCGTGTA 
GAGGAG-g12-
R TAATTCTTTCAACATCTAAACCTGC TGTCGC-g37-R GGAAAGTTGATCAATTCATTCA 
GAGGAG-g13-
R CTAGAATTAGCTGATGGAACATTCG TGTCGC-g38-R GCAATAGTTACAGATATACATGGTA 
GAGGAG-g14-
R GGGATGCTCATATTTATTTAAACCA TGTCGC-g39-R TGCTGGTATTGAGACATCTG 
GAGGAG-g15-
R TCAGCATAAGCTTCAGTCTCATC TGTCGC-g40-R GGTCTTAAAGCTTTTGATAATAAAG 
GAGGAG-g16-
R CATGTAAAAGATTAAACTCCATTCC TGTCGC-g41-R AAAATTTTCCATAATACTCCTTGAA 
GAGGAG-g17-
R GCATTACAAGACAAAGCAGATAAC TGTCGC-g42-R CCAATTGATTCTAAACAGTAATCTG 
GAGGAG-g18-
R TCAGCTTTAACTGCGTCAAAG TGTCGC-g43-R CCATTTTATCTCCTACTTCTCCTAC 
GAGGAG-g19-
R GCTCTTTTTACTCTTTTTGGTTAAA TGTCGC-g44-R TTGATGTTAAACCAAGATGAATTC 
GAGGAG-g20-




R GTTTTAATATCAACTTCACAAGCAC TGTCGC-g46-R TTATTTGATCATAATCAAAATCACC 
GAGGAG-g22-F CTCTACGAATTAAAATTGGAACTGC TGTCGC-g47-R ATTATGCAAATGATTTCTTTGGT 
GAGGAG-g23-F ATTTGTATTCTACTGATGCTCCTG GTGCAC-g1-R TCAATAATTATGAGCTTTGTTAGAG 
GAGGAG-g24-F TCAAAGTATGTCTAAAATAATGAGC GTGCAC-g2-R CCACCACTAAATACTTGATGATG 
GAGGAG-g25-F GAACCTTCAATATCTGAATATCCAC GTGCAC-g3-F GTATAAAGAGGTATAAAATGTCAGA 
GAGGAG-g26-F GAAGGTGTTGTTGATTTAAATGACA GTGCAC-g4-5-F GCCTCACGATAAAGTTTAATTC 
GAGGAG-g27-F GGAGATTGAGTACTTAGTGGTTCAA GTGCAC-g6-F ATTACAAATCCAGAATCAAAAAGAG 
GAGGAG-g28-F CAGCAAACAATGCATCAACA GTGCAC-g7-F GATTCTGGATTTGTAATTAAATCAA 
TCAATC-g1-F CAGGTAAACAACCAATTGTTCTAGT GTGCAC-g8-F GAAATCTACTCCTGTCACTTGT 
TCAATC-g2-F GGAACTGCAACACTTATGAGAAAAT GTGCAC-g9-F GAGAAAGTCCAGCTTCATTT 
TCAATC-g3-F CTTCAGTAGATCAAACAACACCAT GTGCAC-g10-F CCGTATTCTGCAATTTTATTTG 
TCAATC-g4-F CTCACAATGCAATATCGTCG GTGCAC-g11-F GGTTGAAGATTTGCAGGATATC 
TCAATC-g5-F CTTGTTTGAGCATCACGTAT GTGCAC-g12-F CCGCACCATAAGAAAACAAA 
TCAATC-g6-F GCAACAGTATCAACAGCAATTATA GTGCAC-g13-F GCAACAATCTTAGGATTTTGAAA 
TCAATC-g7-F TGCTTTAAGAATGCTTGGTG GTGCAC-g14-F AATACATTCACCGCGATATA 
TCAATC-g8-F GGTCTATACATGAGGCAATTGG GTGCAC-g15-F TTGAGAAAATACTTGCATATCTAAT 
TCAATC-g9-F TGAGTGGGATGATATTGAAATG GTGCAC-g16-F TAAGGCTAAAGTTAGAAATGCTAAA 
TCAATC-g10-F GCGGATACAATTCACTTAGTTAAG GTGCAC-g17-F CAATAGTGATTGTTTATACAAAACC 
TCAATC-g11-F GAAAGAGTTGATGAACAAAAAGGTA GTGCAC-g18-F CGGAGATCCATATATTTATCAC 
TCAATC-g12-F AGCAACGATTATAATGATCATGATG GTGCAC-g19-F GTTAATTATGAAATACCTGAAGCAG 
TCAATC-g13-F CTCAGCAGGTAAGTAAGATGTTAAT GTGCAC-g20-21-F GGCTGTGAATTAACGACAAA 
TCAATC-g14-F GTTTACTCATGTCCTTAAACTTTGG GTGCAC-g22-F GATATCAAAGAAGGCGATATT 
TCAATC-g15-F TATTGACATGTCGTATATGTTTGC GTGCAC-g23-F GTTAATAATTCTGATACAAGCGG 
TCAATC-g16-F GACTGATGCAGCTAATGTAACAA GTGCAC-g24-F CAAAAGCGAAGTTATCATAAA 
TCAATC-g17-F GATTGGGAAATGATCTTTGAA GTGCAC-g25-F TTGCATAAAAGAGATTAAAAAAGAG 
TCAATC-g18-F GCTTTAGTTATTGATTCAATGGGA GTGCAC-g26-F AAGTTGTAAAAACTGATGTAGCC 
TCAATC-g19-F TATAAGGTTTTCTTGACGCA GTGCAC-g27-F GTTTCGATTTCTCCATCTTTT 
TCAATC-g20-F CCAGAATTAGTTCCACTAAAGAAG GTGCAC-g28-F CTCTTAAATCAATAAATGTGATTTG 
TCAATC-g21-F TTGGTAAGTGAAAACCTAATAATAG GTGCAC-g29-F ATATTTCAAACACTGTTTAATGAAC 
TCAATC-g22-F CAATGTATATGTTTACAAATTCCCT GTGCAC-g30-F CAATATTCAAATCCAGCTTC 
TCAATC-g23-F GAAATCATAACGCTGAACATAGG GTGCAC-g31-F CAACAATATCAATTCCAATTTT 
TCAATC-g24-F GGATATACAATGTGAGCTCCTATT GTGCAC-g32-F TGTAGAGGTGTAGCAAGCATTC 
TCAATC-g25-F GCTTGAGTTGTGTGTATTTTTCA GTGCAC-g33-F TAAAGGGCACAATAATAAATATACA 
TCAATC-g26-F GTATCTGTTATTTGAATTGGTCTTT GTGCAC-g34-F GTTGATCATATCATTGTACTTGGT 
TCAATC-g27-F CTGTATCTGCATAAATGATTTCAAA GTGCAC-g35-F CCATGTTTCCTCCTATAATTTT 
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TCAATC-g28-F CGCTTGACTCAATTTCACAAT GTGCAC-g36-F TGTTGAATGAAGAATGAGAC 
TCAATC-g29-F GCATTTAAACAAACACCAATTCC GTGCAC-g37-F TGTTGAATGAAGAATGAGACC 
TCAATC-g30-F CTAAATCGGCCATCCCTTTAC GTGCAC-g38-F GACATATTAATTTCCTCTTTTCTTT 
TCAATC-g31-F GAGGAGAAGCAAAATGTTTAAAGT GTGCAC-g39-F CAGGTTTACCTTGTAATTTTGGA 
GTACGT-g1-F ACCATTTAGTGTTGCAAATGTTG GTGCAC-g40-F GATTAGCTTCTACTCCCATACAT 
GTACGT-g2-F CGACGTGTTAAGTAACCTGAA GTGCAC-g41-F CATTCCTGTTCAACATTAAAAAC 
GTACGT-g3-F TTCATCGATTGAGAATGGAA GTGCAC-g42-F CCTCAAACTGTTAAAGGTGATTACA 
GTACGT-g4-F TCAGTGTCCTCTATTCTTACAATGA GTGCAC-g43-F CCCATAGAAACATTACCAGAAG 
GTACGT-g5-F GGATTTACAAATAAGAGCAATAAGC GTGCAC-g44-F TAACTTGTTTAGAATCTAATATTGC 
GTACGT-g6-F GCAAGACCAGAAGAAGCTAGAATAG GTGCAC-g45-F TTCAACAAATATTGCTAAACAAATG 
GTACGT-g7-F GGCAGGTTTAGAAGTATTAGGG GTGCAC-g46-F CATAGTGTTCTAGCAATTTTATCA 




GTACGT-g10-F TAACCGTCAAATTGAAGCAG GTGCAC-g3-R TTAATTGATTTATACAATGGTTATG 
GAGGAG-g22-
R AGAAGGAAAATTTAATCTTGAAGGC GTGCAC-g4-5-R CTCTTTTTGATTCTGGATTTGTAAT 
GAGGAG-g23-
R CTCCATCAGAAGTTGCAATT GTGCAC-g6-R ATGTTCTTCTTAATGGACTTAACTG 
GAGGAG-g24-
R ATTAGCATTACAAATCACAAACTG GTGCAC-g7-R GGGTGAGTCAATACTTGTTGTT 
GAGGAG-g25-
R TTATTACTAACGAAAGAAGAAGCG GTGCAC-g8-R CCCGTTATGTTATCATGTATAAGTT 
GAGGAG-g26-
R CTGAAGCCATTTTAAATCCAAATAC GTGCAC-g9-R ATAGAAAGAGGTATCATATATGCCT 
GAGGAG-g27-
R CCACGTTGCTTTAGCTAACC GTGCAC-g10-R GAAAGTCCAGCTTCATTTGC 
GAGGAG-g28-
R AACCTGGCATTGAAATATAATTTGC GTGCAC-g11-R CATTTCAATTATCCTTTATCCATG 
TCAATC-g1-R TATGGTGTTGTTTGATCTACTGAAG GTGCAC-g12-R TTCCATCACAATCACTAAATGC 
TCAATC-g2-R GAGTCCCTTATCCCGCACC GTGCAC-g13-R GGTGTACATGCTAATTGTGTTG 
TCAATC-g3-R GAAAATATTGAGTATGCAACTGAAG GTGCAC-g14-R GATCTTAAAGACGATGTGACTG 
TCAATC-g4-R CGTTTAACTGTTAAAGATGGATCTT GTGCAC-g15-R GAATGATGTACAATTCGGATAC 
TCAATC-g5-R CAGTTTCTTTCATAGCTAAAGAACT GTGCAC-g16-R GCTTCAACTAACATATTAGCTACTG 
TCAATC-g6-R CAGCTACAACACCACCAATT GTGCAC-g17-R ATCCTGTTGTTCACTTAATCAT 
TCAATC-g7-R ATTAAGTCTCTTGCATTTCCTAATC GTGCAC-g18-R GAATGCCATATCTTCTAATTTAGAT 




TCAATC-g10-R CAATTGTTACAGCAATTGTTCC GTGCAC-g22-R CCTTTAAATACTCGTTTAATTCTTT 
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TCAATC-g11-R GCGCTAAAGTTAAATAATTCTTCAT GTGCAC-g23-R ATGCCTGCTTTCATTCTAAAT 
TCAATC-g12-R CTTATGGAGGGACAGAACCA GTGCAC-g24-R TTTTGGTACTCAGCTTTCAC 
TCAATC-g13-R CCAAAGTTTAAGGACATGAGTAAAC GTGCAC-g25-R AATAGTGCATAAACATTTCAAGC 
TCAATC-g14-R ATCCTTGTAAACATAATAGGTCAAC GTGCAC-g26-R CCTAGGTTTTGATGAAGAAAG 
TCAATC-g15-R AGAACAAGAAATAGTCGGAAAAGC GTGCAC-g27-R GTTGGTCATGAACCTGATATT 
TCAATC-g16-R TTCCCATTGAATCAATAACTAAAGC GTGCAC-g28-R CAAGAAATAAAAGTTGCAGATG 
TCAATC-g17-R CTAAAATAGCTGAAGAATTTTGGTC GTGCAC-g29-R GATTTATGTTCAGATTGTCAAAC 
TCAATC-g18-R CTGATGCAGTTAATAATGCGAT GTGCAC-g30-R TCTTGAATCCAAAATTCTACC 
TCAATC-g19-R TGTTATTATCATTTAGTTTTGGATC GTGCAC-g31-R TGTGATGTTTATGTAACATTATTCC 
TCAATC-g20-R ATTTATTGTAGTCATATTCTAGACG GTGCAC-g32-R GATCTGGTGGTCATAGCGTA 
TCAATC-g21-R GAAAAATTCCAAATTCAAGTG GTGCAC-g33-R GAGGCAAAACTAGGTAGTCTCA 
TCAATC-g22-R CCTATGTTCAGCGTTATGATTTC GTGCAC-g34-R TAATTTAATTGCGTTTGGTG 
TCAATC-g23-R GCAGCGATTGGTTTTAATTG GTGCAC-g35-R TGGTAGTTGTATGCTTTCAAAC 
TCAATC-g24-R ACTTTGAATTAGAAGGTGACGC GTGCAC-g36-R CTTCTAGACATTTTAAACTCAATAG 
TCAATC-g25-R CACCTGAAGATATTTATAATGAACC GTGCAC-g37-R AAGAGACTTAATCTTAGCTGAGTGA 
TCAATC-g26-R ATAAACCAGGATTAACAAGAGG GTGCAC-g38-R GAAGGTAGCTTAAGTTTTTTGACTT 
TCAATC-g27-R GTCAAGTTTGTGGCGATTC GTGCAC-g39-R GCAAAAGAAGCTGGAAACAC 
TCAATC-g28-R GACTATATTGAAGTTTCAGATGCTG GTGCAC-g40-R GATTATGAGATAGATGATTCATTTG 
TCAATC-g29-R CTGGTTATGACGAACATTCAGTTG GTGCAC-g41-R CAACTTTAAAAGATGACCATTTAAC 
TCAATC-g30-R CACCGTGTTATCGAAGTTTGATC GTGCAC-g42-R CCTTAATGGCATCTTGCAAA 
TCAATC-g31-R CGTAGCACTTCCATCATCAATT GTGCAC-g43-R ACTTCTACCTGTGCATATACAAAC 
GTACGT-g1-R TGTACAGCACCTGATATTATTGAGA GTGCAC-g44-R AGAAACAATAACAAATTAAACTATG 
GTACGT-g2-R GTGTTATCGAAGTTTGATCTGATG GTGCAC-g45-R TGGAAGTTGAAACTCAGGAATAG 
GTACGT-g3-R GGCACATTGAATTAGCAGAA GTGCAC-g46-R GGTTTAGTATTTTCAGGTATCTATG 




GTACGT-g6-R GGGTGTTCTTGTTTTTCAACA GTTCCG-g5-F CTACTTTCAATATTAGGCAATAAAT 
GTACGT-g7-R AATAAGTGAATAACATACGTTTCCC GTTCCG-g5-R CGTACAACTTTAACATTTTAAGCTG 
GTACGT-g8-R GGTAATCTTCAAAATCTTTCACCTG GTTCCG-g6-F ATTTCTTCAGTATTAGGAACTCCGA 
GTACGT-g9-R ATTTTCATTCCAACTGTCATTC GTTCCG-g6-R TGTAATAACATATATCCCAGAAGAG 
GTACGT-g10-R AATAATTGTTCTACTGAAAGCGCTC TGTCGC-g3-F GTATTATGAGAAATAGCAGCAATAC 
GTACGT-g11-F CACAACTTATTAAATAAGAGGAGAG TGTCGC-g3-R TCAGTATTATAGAAAGTAGACGACA 
GTACGT-g12-F CTTTGACGTAAGGGTTCGAGT TGTCGC-g4-F GACTACATCAACAGCTGTATTTATT 
GTACGT-g13-F GCAGCGTTCTATTTTCTCACAA TGTCGC-g4-R TTTTATTGTCCCAAGGGATAAC 
GTACGT-g14-F CGGATTGTTGTCATTCCATT TGTCGC-g5-F GCAGGATATTTTGTAGCAATGTA 
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GTACGT-g15-F TTAGCAAAACACTACATTAACAAAG TGTCGC-g5-R TGAAACTCCTAGTTCTTGTTTGATT 
GTACGT-g16-F CAAATGGATTAAAAGGCATATCTAC TGTCGC-g6-F GGAACCATTAATACGCATGAAAA 
GTACGT-g17-F CAGGTCAAGATATTCTATACAACTG TGTCGC-g7-R CGCAAAACATACCCAGAGTTA 
GTACGT-g18-F ATTTGACCCTAGCAAAGAAA TGTCGC-g11-F TTCTAAATTAGCTTCTACATCATGG 
GTACGT-g19-F CTTGTGAGGTGAAATGATGAATA TGTCGC-g11-R AATTTAAAGTTACTGGAACCATTGG 
GTACGT-g20-F CTTCATAGTCTTCAGTTTTGATTG TGTCGC-g10-F GTGTTCTATCTTTGTATTCTTGTTT 
GTACGT-g21-F ACTGATGCAGCTAAAGTGACAATAA TGTCGC-g10-R GTACTTCAGCAATGACAGTAGT 
GTACGT-g22-F GCAACTTGATAAAAACTTATGCTAT TGTCGC-g8-F GTTGCATTGCTTGATCAATATAAAT 
GTACGT-g23-F CCATAGTTAAATGCAGTTGTATTTG TGTCGC-g8-R TTTCAAGATTGCTAATTGTTTCTTC 
GTACGT-g24-F CATTCATAGCTAATATCCCCATG TGTCGC-g1-F TGGCTGATTAACAATTTGAGTG 
GTACGT-g25-F CATGATCATATAAGCTGTAAGCG TGTCGC-g1-R GTTTTTCAACAAAATAGACAAAACA 
GTACGT-g26-F ATCAACAAAAACAATTCGTAGAAAG TGTCGC-g2-F CCATCTCAGCATCTAATATTGATAC 
GTACGT-g27-F CAAGTTCTGTTCCATCATCAAAT TGTCGC-g2-R GGTAAAGCAGTTTAAAGGTTTTAAA 
GTACGT-g28-F CAAGGAAGCGTTATTTTAAATGTAA TGCCAT-g5-R ATTAGCACCGCTTCGATATTT 
GTACGT-g29-F AATCTCCTGCAACTGTTTGG TGCCAT-g10-F CATCACAATCACTAAATGCTATAAT 
GTACGT-g30-F GCTGTAAGCGTCATATATATCGT TGCCAT-g10-R GTTGATGTGTCATTTGGTAAATC 
GTACGT-g31-F TAAAACATTTTCGCGTTGCT TGCCAT-g11-F GTTGACTCAGAGACATCATATTTT 
GTACGT-g32-F GGCATTATCATTCATAGCTAATATC TGCCAT-g11-R CTAACATATACGAAAAGATCTGAAC 
TCCAAG-g1-F GGAATACCATATTTTGCAAAA TGCCAT-g12-R AATGATCCTATTGTTGTTGAGTTG 
TCCAAG-g2-F GCTCTATCATTTGTTCTAAATAAGA TGCCAT-g14-F GAATGAAATTTGTTAAGTTTGGGTC 
TCCAAG-g3-F GATGCATTTAAAGTTGAGCA TGCCAT-g14-R TATCAACTACCTATTATGGTTACAG 
TCCAAG-g4-F TTAATTGAATCTACAAATTCAGAAG TGCCAT-g15-F GGTTATAGTGATCAGATGCAAC 
TCCAAG-g5-F GTGCTGAATATGATATGTTAACAGA TGCCAT-g15-R TGGTCATATAGGTTATGGTGTAG 
TCCAAG-g6-F CAAAACTAGTAAAACCAGAAACTAA TGCCAT-g16-F ATATGGTTGGTGTATTTATTAGCAG 
TCCAAG-g7-F GAATGATCACATTATTCAAATTAAA TGCCAT-g2-F GATACAAATGATTATGCAACTGAA 
TCCAAG-g8-F GGGATTGGTTTCTAATAAGGATAA TGCCAT-g2-R GTGCAAAATAATCTGTCATTTTACC 
TCCAAG-g9-F CCTGCTATTAGAAGTAGTAAGTCAA TGCCAT-g6-F ACTTCGTTTATGTTGTCAAAAGTA 
TCCAAG-g10-
11-F GAGCACAACAATATTATCAAGTAAA TGCCAT-g6-R TAGTCTTGTCAGCATTTTAACTAAG 
TCCAAG-g12-F GAAACTATGCTAGAAAAGAGAGAAA GTCCTA-g1-F AACTCATTATCTGAACAGACTCAAG 
TCCAAG-g13-F GTAGCCAGAAAAGAATATGAACAA GTCCTA-g1-R AGAAAAGTGAAAATTCTAAATTACC 
TCCAAG-g14-F GAGTTTCTTAATTCGTTTCTTAATT GTCCTA-g6-F TAGATATTAAACCAGATTGAACTTG 
TCCAAG-g15-F GGTCAGCAATAGAAAGTAATAAAA GTCCTA-g6-R CCAAGTAATGCTGTAACTTTTCC 
TCCAAG-g16-F GATTTTGATGAAAATATGGAAGAAG GTCCTA-g7-F CTGGATCAAAATCTGAATTGAATTT 
TCCAAG-g17-F GACTGATGCAGCTAATGTAACA GTCCTA-g10-F CAATTGTTGAAGTCATAGATTTTGC 
TCCAAG-g18-F GTTGCAACTTGATAAAAACTTATG GTCCTA-g10-R GTGAAGCAACCGAATTTATCAATTT 
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TCCAAG-g19-F GAAATTTAGGACCAAATGGTGA GTCCTA-g9-F CCTTAGAGATACATCTGTTCCAA 
TCCAAG-g20-F GAAATTTCAAAAGCCAGTTAAATA GTCCTA-g9-R TCAAATCAACAAATTCATAAACTTC 
TCCAAG-g21-F TTACCTGCCTCAACAACATC GTCCTA-g8-R CAACTAAGTCTTTGAATTGATTTTC 
TCCAAG-g22-F GTTCTGTCATAATCTTTTATCTTTC GTCCTA-g11-F GATGCTAATAACATTGAAAATCACC 
TCCAAG-g23-F ACTCAAAATACTAGTTATTACGCAG GTCCTA-g11-R CATTGTTAATAGAAACACCTATTTT 
TCCAAG-g24-F GAGCGTTTTAGGGAAAACTA GTCCTA-g12-F GTGATTCTTCAACAGCGACTATA 
TCCAAG-g25-F GCATCTACAATTGTTCCTTGA GTCCTA-g12-R ATTATTTATACACTGGTGCTACTGA 
TCCAAG-g26-F GGCTTAATATAGTTTGATGTGGTAT GTCCTA-g13-F GAGTTCTTCATCACTTGATAATACA 
TCCAAG-g27-F CAGTTTGATACAAATGTTAATACA GTCCTA-g13-R AACTAAACCCAAAGCCGATATA 
GTACGT-g11-R CATTTAATTCAACTAAGTTTTCTTC GTCCTA-g4-F TTAGTAATCAAAACTCAAGGTTCAG 
GTACGT-g12-R GGGACCAGAAATTCGTGTTG GTCCTA-g4-R TGTTTATCTTCTAAAACCATTACAG 
GTACGT-g13-R CCCACGTCCAAAATACCAAA GCCTTG-g2-F CATCTCATGAAGAATGTCTAGTACC 
GTACGT-g14-R ATTTGGTATTTTGGACGTGG GCCTTG-g2-R AATGATAGAAGAGACTTTACTCATG 
GTACGT-g15-R CATTATACTGATCAACAACTCTTTG GCCTTG-g3-F GGTGAGCTGTTAATATTTGTTATTG 
GTACGT-g16-R GTATCTACATTTGAAGCAATTGC GCCTTG-g3-R ACCTATAGTTTCTTGTGGAAGAAC 
GTACGT-g17-R CCACTTCAATCATCATTTAAACTAT GCCTTG-g4-F TGTAAAGCATATCTTCACTAGCAG 
GTACGT-g18-R TCATTTAATACATCATATTCAGCAC GCCTTG-g7-R CAAAAGATTTTATAAGCCATACGC 
GTACGT-g19-R TTGATTAAAAATTTGCTTTTGTTTC GCCTTG-g14-F AACTTCTGTTTCTGTTGTTTCATTG 
GTACGT-g20-R GAAGAATACAATGATGATCAAACTG GCCTTG-g14-R AACTTGATTGTCTTACGTGAAGG 
GTACGT-g21-R CCTTCAGCTTGACCCTCTTC GCCTTG-g16-F GAAGTTGCTCATAAATGAACAAAC 
GTACGT-g22-R AAACTATGTTGGCGAAAATGT GCCTTG-g10-F CTAATAGATTCGATTCCAAGTCCT 
GTACGT-g23-R AACATCAACAAAAACAATTCGTAG GCCTTG-g10-R ATTTTATTACTTTCTATTGCTGACC 
GTACGT-g24-R GTTGCTTCATTTCGCTATCA GCCTTG-g11-F GAATAGAAATGTACCCTTTTATTCA 
GTACGT-g25-R CTTTCTACGAATTGTTTTTGTTGAT GCCTTG-g11-R TTGGTGTTGGTAGTTCATCTTTG 
GTACGT-g26-R GTGGTGGTGAAGCAACTAAA GCCTTG-g17-R CTTGAGCAATCTATGATAAATTCAA 
GTACGT-g27-R CTATTTTTTCATCCTTATCTTTGCC GATCGT-g1-F CATACAATCAACAGGAATATCATTA 
GTACGT-g28-R AAGAATGAAACCAAGAAAATGA GATCGT-g2-R TCATTAGTTTCAACTCAAATGACTG 
GTACGT-g29-R AAATTAGTGTTGAATTTGATGATGG GATCGT-g3-F CTTGAACTACATATCCTTTACCATT 
GTACGT-g30-R GATGTGAAAAGATTTGGGAC GATCGT-g3-R TTTGGAGTTATGTTGTTATTACTTG 
GTACGT-g31-R CATGATCATATAAGCTGTAAGCGTC GATCGT-g4-F GATTGTTATCTTGATTTTCATTCAC 
GTACGT-g32-R AATACGAAATGAATGAACAACAG GATCGT-g4-R TGAATATGGTGAAGTAGACAAGC 
TCCAAG-g1-R TATTAGTAATGGTTAGCTTAATGCC GATCGT-g9-F TATGGAGTTAATCTAGTTGAACTTG 
TCCAAG-g2-R ATTTATATCATAGTTTGCTACGC GATCGT-g9-R TTTCAGTTTCTCCATTAATAACATC 
TCCAAG-g3-R CTTCTGAATTTGTAGATTCAATTAA GATCGT-g10-F GCTATCCTTTCTAATTCCACAACTT 
TCCAAG-g4-R TAAGCCAACTTTATCTCAAAGTTC GATCGT-g10-R GTCAATGTCGTTATCATCAAAATAG 
TCCAAG-g5-R TAAATTTGTTTACGTAAATCAGATG GATCGT-g11-F GGTTTTACTAGTTTTGTTATTTTGA 
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TCCAAG-g6-R CTTCAATACAGATAAAGATATCTCC GATCGT-g11-R GCAGCATTTCATCGTTTATTTC 
TCCAAG-g7-R CAATAATATTTTGACTCATTCAAAC GATCGT-g12-F GAAATAAACGATGAAATGCTGC 
TCCAAG-g8-R TTTATTCGTGAATAGTTTTTCTTTC GATCGT-g12-R TCACATTTCTTGAATAACTGGTTC 
TCCAAG-g9-R TCAACAATAACTTTATGCTCATC GATCGT-g13-F CAGCAACATTACAAGCAGATAAA 
TCCAAG-g10-
11-R CTCATAAAAATCATTTGTACTTTCG GATCGT-g13-R TGATTTATATCATAGTTTGCTACGC 
TCCAAG-g12-R ACTATAGCTTTAGCTTCTTCTTCAG GATCGT-g14-F GACGTGATTGATTTAGCTAGTAAT 
TCCAAG-g13-R TTTTAAAATCATTGTATACCACTGA GATCGT-g14-R GCTTTTAGAGTTTATCCTAATTGAG 
TCCAAG-g14-R TTTTATTACTTTCTATTGCTGACC GATCGT-g15-F GCATTTACTTTACTTGATTCTTTTC 
TCCAAG-g15-R CTTGAAAATTCTTAAAGATTTCATC GATCGT-g15-R GATCAAAATTCTCATCAATGTCAC 
TCCAAG-g16-R AAACTGGTAAAACAACAAAGTTTTG GATCGT-g16-F TTAAAAGACAATCCACCTGTTAC 
TCCAAG-g17-R TCATCAGCTTGATACATAACTCC GATCGT-g16-R TTTTAGATAGTAATTCACAACCACC 
TCCAAG-g18-R ATTCCATATTCTTCTTGAGTAGC GATCGT-g17-F TTCAGAGAACCAAGTTAATATAAAC 
TCCAAG-g19-R AAGGTGATGCAATTACTACAACAAG GATCGT-g17-R ATTTACAATAGTTGGATGCTCAAT 
TCCAAG-g20-R CATCAGGAATTACTATTAAGGTTGG GATCGT-g19-F TATACAAAATTCTATCAACTGATCG 
TCCAAG-g21-R CGCAATTTTAAACAATATAGAAGTT GATCGT-g19-R TAAAGAAGAAATTAGAGCACGTC 
TCCAAG-g22-R CTGCGTAATAACTAGTATTTTGAGT GATCGT-g20-F TTGGTAGTAACTCAACATCTTTAAT 
TCCAAG-g23-R TAGTTTTCCCTAAAACGCTC TGGCCA-g1-F2 ATAAGATTGGAGAACAAAGATGAA 
TCCAAG-g24-R TTTACTGGTGATGATAAAGACG TGGCCA-g11-F2 GTTGAATCAGTTCATAATTTTGC 
TCCAAG-g25-R CCACAACTATAACAGCGTTACA TCTAGA-ng9-F TTAACAATGCGAACAACTATTACTC 
TCCAAG-g26-R GGTACAAATGTATTGTTAACAGC TCTAGA-ng10-F TCATGTTTCTCCTAATTCTGCTTG 
TCCAAG-g27-R TATATCATATTCTGGATATCCTAAG TCTAGA-ng11-F GCAGTTGGACAAGTAAGACA 
TCCAAG-g28-F CAATACATTTGTACCAAATGC TCTAGA-ng17-R CTTCATTTGTAGCTGAACTTAA 
TCCAAG-g28-R GCTGAATAACTCTTTGTATTTCTAA GATCGT-g22-R TTTATTTTCTGCAAATTTAGCAATG 
TCCAAG-g29-F GTGGGTTGTGAATGGTTTAT GATCGT-g21-F CTGAAGCAGAAGAAATGATGAAA 
TCCAAG-g29-R CAAGTATATTTCAAGTATCAAATGC TCTAGA-ng14-F TCTTCTTTGCCAATTTTACCGC 
TCCAAG-g30-F CATAGTTGTCCTCCTATGATTC TCAATC-ng18-R GTTTTAGCGAGTGATATTCAAGC 
TCCAAG-g30-R GGACGTGTACGTAGAGCTAG TCAATC-ng23-R CAATTAAAACCAATCGCTGC 
TCCAAG-g31-F TTAAATTCAATAAGCGGAGG TCAATC-ng21-R GCATCCTTCAATGAATTATTTTCAC 
TCCAAG-g31-R GCTATAGTTTCTCTAACTTCAAGTG TCAATC-ng4-R ACCAGGCAATGTTCATGAATTTG 
TCCAAG-g32-F CATCCATGATTTTAGCAACAGG TCCAAG-g17-F2 GCATATCTTCACTAGCAGAAGAAAA 
TCCAAG-g32-R CTCAGCACAAGGGAAATTCC GATCGT-g15-R2 CATCTAAATCTTCTGGTTCAAATTGG 
TCCAAG-g33-F GTTTAAAACTCATAACAATCACTCT GATCGT-g13-F2 GCTTCAGCGTTAATTGATTCAATT 
TCCAAG-g33-R GTTTAAAGGTGGTGTGTAATG GATCGT-g13-R4 CGAACCAATCAACCTTCTATTTAT 





Dataset S1. Summary of M. florum L1 gene information. 
 
 
Dataset S2. M. florum W37 annotation. 
 
 













4.1 Discussion et conclusion générale 
 
 
Dans le cadre de mes études doctorales, j’ai cherché à développer les outils et les 
connaissances nécessaires pour faire de M. florum un organisme modèle pour l’étude des 
génomes minimaux. En ayant maintenant adapté la méthode de clonage et de transplantation 
de génome à M. florum et en ayant déterminé quels sont les gènes les plus importants pour 
la survie de cette bactérie, il est maintenant possible d’entreprendre la réduction et 
l’ingénierie de son génome. En effet, les outils de biologie moléculaire de la levure peuvent 
maintenant être utilisés pour remodeler le contenu et l’architecture génomique de cette 
bactérie de manière extensive. Concomitamment, nos nouvelles connaissances sur la 
conservation et l’essentialité des différents gènes de M. florum serviront de guides pour la 
sélection des éléments génétiques propices à être enlevés, tout en s’assurant de la 
fonctionnalité du génome. L’étude de la diversité génétique de cette espèce permet aussi 
d’étendre l’éventail de gènes qui pourraient être utiles pour conférer des capacités nouvelles 
à une souche reprogrammée. Les fondements de base sont maintenant établis pour 
l’utilisation de M. florum comme modèle pour la biologie synthétique et pour la biologie des 
systèmes. D’autres éléments devront par contre être étudiés pour parfaire nos connaissances 
de cette bactérie et faciliter son utilisation. 
 
 
4.2 Modèle métabolique pour M. florum 
 
 
La création d’un modèle métabolique et d’expression génique qui permettrait de prévoir 
l’impact des modifications qui seront effectuées et identifier les voies métaboliques 
essentielles chez cette bactérie est à envisager. En modélisant la bactérie, il sera plus facile 
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de prévoir l’impact des modifications qui lui seront apportées. Ce type de modèle permettrait 
entre autres de prédire le changement d’expression des gènes lorsque certains paramètres de 
culture sont modifiés (Ebrahim et al., 2016) et pourrait donc s’avérer très utile en ingénierie 
de génome. Par exemple, un tel modèle pourrait aider à la programmation de circuits 
géniques suicides utilisant les mécanismes de régulation déjà présents chez M. florum, et 
ainsi diminuer le nombre de modifications à apporter à son génome pour l’intégration d’un 
tel circuit. Il pourrait aussi permettre de trouver la fonction de certains gènes pour lesquels 
aucun rôle précis n’est connu, comme cela a été fait chez E. coli (Fuhrer et al., 2017). Ces 
gènes sont en effet la principale barrière à la conception rationnelle de génomes. En effet, il 
est actuellement difficile de prédire l’impact que peut avoir la modification ou la délétion de 
ces gènes sur le châssis cellulaire utilisé. Dans certains cas, ces gènes peuvent être essentiels, 
ce qui laisse présager que certaines fonctions de base de la vie restent encore inconnues 
(Danchin and Fang, 2016). Un modèle métabolique complet fournira aussi des informations 
relatives aux conditions de culture de M. florum. En connaissant l’étendue des voies 
métaboliques que cette bactérie peut emprunter, il est ensuite possible de définir quels sont 
les éléments qui doivent être présents dans un milieu de culture pour assurer sa croissance. 
Ce modèle servirait donc d’outil pour la création d’un milieu de culture défini qui permettrait 
aux expériences d’être mieux contrôlées. Dans une optique de programmation génique, le 
modèle métabolique permettrait aussi de déterminer quels gènes peuvent être ajoutés pour 
adapter la bactérie à d’autres milieux, et ainsi la rendre plus polyvalente. La création d’un 
modèle métabolique et d’expression représente donc une avenue prioritaire pour rendre M. 
florum plus complète en tant qu’organisme modèle pour la biologie synthétique. La qualité 
du futur modèle dépend par contre de la qualité de l’annotation du génome de M. florum, qui 
a un impact direct sur les différentes réactions inclues dans le modèle. Les annotations 
indiquent entre autres l’ensemble des protéines prédites chez cette bactérie et permettent 
d’inférer les différentes voies métaboliques que cet organisme peut effectuer. Un bon modèle 
nécessite donc une annotation de grande qualité, mais celle-ci est majoritairement basée sur 







4.3 L’annotation de génomes provenant de données expérimentales 
 
 
L’utilisation d’annotations génomiques basées sur des prédictions qui ne proviennent pas de 
données expérimentales est un élément qui doit être pris en compte (Richardson and Watson, 
2013). Malgré l’amélioration des algorithmes de prédiction, les annotations ont de grandes 
chances de contenir des erreurs, ce qui a un impact sur leur utilisation (Christen et al., 2011). 
De plus, un même génome peut être annoté de différentes façons selon le programme utilisé 
pour prédire les protéines (Köser et al., 2012). De surcroît, l’annotation des fonctions se fait 
en partie à partir d’homologies de séquences, et il arrive parfois que des protéines ayant une 
homologie importante n’aient pas le même rôle dans des organismes différents et soient donc 
mal annotées (Koonin, 2005). Ces problématiques créent des biais lors de l’interprétation de 
certains types de données utilisant les annotations comme références, ainsi que lors 
d’analyses génomiques comparatives. En effet, des erreurs d’annotation peuvent mener à de 
mauvaises conclusions si par exemple une protéine se fait attitrer une mauvaise fonction, ou 
si sa séquence n’a pu être annotée et qu’elle est traitée comme inexistante. Avec les 
développements en biologie des systèmes, il sera possible d’annoter les génomes en 
combinant des données expérimentales d’ordre «omique» (transcriptomique, protéomique, 
métabolomique etc.). L’intégration de ces différentes couches de données pourra mener à 
des annotations beaucoup plus fiables et complètes, en plus de pouvoir intégrer certaines 
informations quantitatives. Par exemple, l’intégration de données de 5’-RACE (rapid 
amplification of cDNA-ends) (Matteau and Rodrigue, 2015), 3’-RACE et de RNA-seq 
permettra d’identifier les différents sites d’initiation de la transcription, d’indiquer la 
présence de potentiels terminateurs de transcription, de définir les groupes de gènes 
structurés en opérons et de quantifier l’expression des gènes à l’échelle du génome. De telles 
informations permettront d’avoir une meilleure interprétation des éléments présents dans un 
génome, et ainsi d’améliorer notre capacité à modéliser une cellule. Finalement, le fait 
d’avoir des génomes annotés avec plus de précision facilitera la rationalisation de 
l’ingénierie de génomes en permettant de mieux segmenter les différents gènes et leurs 
promoteurs. Par contre, de telles données ne peuvent pas répondre à toutes les questions, car 
même si l’on peut quantifier et caractériser toutes les protéines ou les transcrits d’une cellule, 
on ne peut pas inférer facilement toutes leurs fonctions (Galperin and Koonin, 2010). 
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4.4 Annoter les protéines de fonctions inconnues 
 
 
Avec le séquençage des premiers génomes complets, certaines protéines de fonction 
inconnue se sont révélées être partagées à travers plusieurs organismes parfois très distants 
phylogénétiquement (Galperin, 2001). Cette tendance laisse croire que ces protéines ont un 
rôle important, voire essentiel, pour le fonctionnement général d’une cellule ; un grand 
engouement à vouloir comprendre leur rôle a ainsi pris naissance (Galperin and Koonin, 
2004; Roberts, 2004). Que ce soit chez M. florum ou chez la bactérie réduite JCVI-syn3.0 
(Hutchison III et al., 2016), de telles protéines sont présentes et sont essentielles pour la 
survie de ces organismes. Elles doivent donc être étudiées pour compléter nos connaissances. 
Avant d’en arriver à la caractérisation expérimentale, qui est très couteuse en temps et en 
ressources, plusieurs méthodes peuvent être utilisées conjointement pour faciliter la 
découverte de leur fonction en limitant le champ des options possibles. L’une d’entre elles 
est l’analyse structurelle (Eisenstein et al., 2000; Lee et al., 2007). Bien que ce ne soit pas la 
méthode la plus efficace, elle permet parfois de prédire que deux protéines de séquences 
différentes, mais qui adoptent des structures similaires, peuvent avoir des fonctions 
semblables. Le contexte génomique peut aussi être utile : certaines études ont cherché à 
caractériser des gènes selon leur niveau de conservation ainsi que la synténie des gènes 
avoisinants (Doerks et al., 2004; Yelton et al., 2011). Des gènes qui cooccurrent 
fréquemment dans un même environnement génomique à travers différents organismes ont 
une plus grande chance d’avoir des fonctions apparentées, et les gènes groupés en opérons 
ont souvent des fonctions reliées (Moreno-Hagelsieb, 2015). L’utilisation de modèles 
métaboliques peut aussi être utile, car certaines fonctions peuvent être prédites par le modèle 
sans avoir de protéine associée, ce qui peut guider la recherche en fournissant de 
l’information sur ce qui devrait être présent (Reed et al., 2006). L’ensemble de ces méthodes, 
couplées à des méthodes d’identification à haut débit (Sévin et al., 2016), nous permettront 
de caractériser complètement les organismes modèles pour la biologie synthétique. Cette 
compréhension des châssis cellulaires sera cruciale pour les reprogrammer efficacement et 
identifier les fonctions essentielles à la vie. Par contre, pour faciliter les avancées en biologie 
synthétique, il faudra continuer d’améliorer les outils de manipulation de génomes pour 
obtenir des résultats plus rapidement. 
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4.5 Alternatives à la transplantation de génomes 
 
 
Le développement de la transplantation de génome a permis d’offrir un outil sans précédent 
pour la manipulation de génomes complets (Lartigue et al., 2007). Par contre, cette méthode 
demeure pour le moment restreinte aux quelques organismes compatibles, et ce, avec une 
efficacité qui diminue avec la distance phylogénétique entre le génome transplanté et la 
bactérie réceptrice (Labroussaa et al., 2016). Il serait intéressant de mieux comprendre les 
prérequis pour l’utilisation de la transplantation pour employer ces connaissances et 
améliorer son efficacité ou bien pouvoir adapter la méthode à d’autres organismes. En 
retraçant les origines de l’utilisation de polyéthylène glycol pour transformer des bactéries 
par fusion de cellules, on remarque que la méthode a d’abord été utilisée avec des 
protoplastes de Penicillium chrysogenum (Anné and Peberdy, 1975), puis a été adaptée à E. 
coli (Morita et al., 1977) avant d’être utilisée chez un mycoplasme : Acholeplasma laidlawii 
(Sladek and Maniloff, 1983). Il est donc raisonnable de penser qu’une telle méthode pourrait 
être utilisée pour transplanter des génomes dans un spectre d’hôtes plus large et ne plus être 
limitée qu’aux mycoplasmes, démocratisant ainsi la technique. Une autre limite à la 
transplantation de génome demeure le temps requis pour l’exécution d’un cycle complet de 
clonage et transplantation (Figure 4.1). Plus d’une semaine est requise pour effectuer un 
cycle (sans compter les différentes étapes de confirmation des constructions), et étant donné 
l’instabilité des génomes clonés dans la levure (Rideau et al., 2017), il n’est pas recommandé 
de faire plus de quelques modifications avant de faire une transplantation afin d'assurer le 
maintien des modifications. Il serait aussi possible d’intégrer plus d’un marqueur de 
sélection à différentes positions dans les génomes clonés pour assurer une meilleure stabilité, 
mais au prix de ne pas pouvoir les utiliser pour faire des modifications génétiques. Par 
ailleurs, le développement de méthodes plus rapides pourrait être intéressant pour accélérer 
le processus de démarrage de génome, particulièrement lorsque plusieurs étapes de 
modifications en séries doivent être effectuées. Par exemple, l’utilisation de la conjugaison 
pourrait être une avenue possible pour transférer des génomes en une seule étape. Il est connu 
depuis déjà longtemps que la machinerie conjugative du plasmide F d’E. coli peut transférer 
le chromosome complet de cette bactérie vers une cellule réceptrice (Curtiss, 1969). Il n’est 
donc pas farfelu d’imaginer utiliser la conjugaison au lieu de la transplantation pour 
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mobiliser des génomes complets d’un organisme à un autre, en intégrant au préalable les 
éléments nécessaires au transfert dans le génome d’intérêt. Cette méthode implique par 
contre le clonage de génomes complets dans des bactéries au lieu de la levure, ce qui n’a pas 
été rapporté fréquemment dans la littérature. L’un des rares cas a été le clonage du génome 
de Synechocystis PCC6803 dans B. subtilis (Itaya et al., 2005). Il s’agit par contre ici de la 
création d’un génome chimérique et mosaïque, et non d’un génome cloné sous forme 
d’épisome. Le génome cloné sous cette forme n’était donc pas mobilisable de façon 
indépendante du génome de l’hôte. Cependant, la démonstration que la bactérie hôte était en 
mesure de survivre bien que son génome ait presque doublé de taille était intéressante. 
D’autre part, il a été démontré qu’il était possible de créer des chromosomes secondaires 
chez E. coli en utilisant l’origine de réplication du chromosome II de V. cholerae comme 
élément de réplication (Messerschmidt et al., 2015). De plus, avec la très grande quantité 
d’outils de biologie moléculaire disponibles chez E. coli, il serait facile de modifier un 
génome cloné dans cette bactérie. En combinant l’utilisation de la conjugaison et de 
chromosomes artificiels clonés dans une bactérie, il serait donc théoriquement possible 
d’avoir une alternative au clonage et à la transplantation de génome utilisant la levure. Une 
telle méthode permettrait de faire des modifications substantielles et de valider leurs impacts 







4.6 L’éthique en biologie synthétique 
 
 
Nous sommes présentement à l’aube de l’ère de la génomique synthétique ; l’amélioration 
des technologies de séquençage, des méthodes de construction d’ADN ainsi que notre 
compréhension des éléments nécessaires à la vie d’une cellule progressent rapidement. Ce 
Figure 4.1. Cycle de clonage et transplantation de génome. Les différentes étapes du protocole 
sont présentées ainsi que le temps approximatif nécessaire à leur exécution avec M. florum. Le 
processus commence par l’insertion d’un vecteur de clonage dans le génome de la bactérie originale, 
pour se terminer avec l’obtention de la bactérie modifiée. Figure adaptée de (Lartigue et al., 2009). 
 151 
 
n’est qu’une question de temps avant qu’il ne soit possible de concevoir des génomes 
complets de novo pour ensuite les intégrer dans un châssis cellulaire. À partir de ce moment, 
les seules limites aux organismes qui pourront être construits seront nos connaissances, notre 
imagination et notre sens éthique. Le développement d’organismes synthétiques amène en 
fait son lot de questionnement éthique à savoir ce qu’il est sécuritaire de divulguer, de 
construire ainsi que d’utiliser dans l’environnement. En effet, l’utilisation d’organismes 
synthétiques dans l’environnement peut potentiellement amener des situations qui sont 
difficiles à prévoir et qui pourraient avoir de graves conséquences. On connait peu le 
potentiel de persistance de souches de laboratoire dans l’environnement. Dans cette optique, 
il a déjà été démontré que des levures commerciales utilisées pour la production de vin ont 
pu être retrouvées dans l’environnement aux alentours des vignobles qui les utilisaient 
(Valero et al., 2005). Malgré le fait que la présence de ces souches fluctuait avec le temps, 
ces organismes ont tout de même réussi à survivre un certain temps dans l’environnement. 
Dans ce cas précis, les souches utilisées n’avaient pas été altérées génétiquement et restaient 
encore très similaires aux souches indigènes, mitigeant ainsi le risque de conséquences 
graves, mais on ne peut pas en dire autant des organismes synthétiques futurs. Cette situation 
soulève l’hypothèse que des bactéries synthétiques pourraient survivre dans l’environnement 
un certain temps. Ils pourraient peut-être ainsi bouleverser l’écosystème local ou échanger 
leur matériel génétique avec les microorganismes déjà présents, disséminant ainsi des 
séquences d’ADN synthétiques qui pourraient entre autres être des gènes de résistance aux 
antibiotiques. L’échange de matériel génétique est un phénomène très répandu chez les 
microorganismes, et est même considéré comme étant essentiel dans le maintien des 
populations microbiennes tant il participe à la plasticité des génomes (Koonin, 2016). Il ne 
faut donc pas négliger la possibilité que du matériel génétique synthétique se propage dans 
les communautés microbiennes qui seront en contact avec des bactéries reprogrammées. Par 
conséquent, il est important de penser à des méthodes de contrôle pour l’utilisation 
d’organismes synthétiques dans l’environnement et ainsi limiter les risques. Certaines pistes 
telles que l’utilisation de circuits génétiques suicides (Chan et al., 2015), d’auxotrophie 
(Steidler et al., 2003) et de codes génétiques alternatifs (Ostrov et al., 2016) ou même 
synthétiques (Zhang et al., 2017b) sont prometteuses pour diminuer les risques de 
persistance des organismes synthétiques et le transfert de leur matériel génétique. Cette 
question devra être débattue avant de considérer l’usage de châssis cellulaires dans 
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l’environnement, et d’autres questionnements sont à prévoir par rapport à ce qui s’effectue 
présentement dans les laboratoires de biologie synthétique. 
 
 
La synthèse du génome complet de la bactérie M. genitalium (Gibson et al., 2008a, 2008b) 
a été une démonstration impressionnante de ce qui est maintenant possible de construire en 
termes de séquence d’ADN de grande taille. Il est maintenant théoriquement possible 
d’assembler n’importe quelle séquence et de construire des séquences complètement 
nouvelles par rapport à ce qui se retrouve dans la nature. Cette aptitude représente un atout 
considérable pour les avancées en programmation génique et pour la conception de génomes. 
Par contre, cet avantage représente aussi une source de danger parce qu’il sera autant 
possible d’utiliser des circuits géniques pour résoudre des problèmes de notre société que de 
créer de nouvelles souches pathogènes pour des fins moins louables. Une commission 
d’étude bioéthique a remis en 2010 un rapport dont la principale conclusion était que pour 
le moment, il n’était pas nécessaire d’apposer une régulation stricte sur les produits de la 
biologie synthétique (Gutmann and Wagner, 2010). Cette conclusion était principalement 
basée sur le fait que les méthodes de construction d’organismes synthétiques n’étaient pas 
encore assez développées pour poser un risque important. Pour le moment, les règles 
concernant la biologie synthétique sont donc limitées, la principale réglementation réside 
dans ce qu’un fournisseur d’oligonucléotides peut synthétiser en termes de séquences et à 
quels individus ou institutions elles peuvent être vendues (Department of Health and Human 
Services, 2016). L’accès aux séquences en tant que telles n’est par contre pas limité ; même 
celles d’organismes de niveau de biosécurité 4 comme les virus Ebola (Sanchez and Rollin, 
2005) sont disponibles publiquement et pourraient donc être synthétisées par quelqu’un qui 
possède un appareil de synthèse d’ADN. Aujourd’hui, certains penseurs cherchent donc à 
mener de nouvelles discussions par rapport aux réglementations pour éviter une utilisation 
dangereuse de la biologie synthétique (Ahteensuu, 2017; Evans and Selgelid, 2015). Le 
groupe de recherche Sc2.0 a montré l’exemple en publiant leur déclaration d’éthique et de 
gouvernance concernant leur souche au génome synthétique, tout en soulignant l’importance 
de telles réflexions (Sliva et al., 2015). Les initiatives de ce genre ne sont par contre 
qu’encouragées et non obligatoires et sont donc menées uniquement selon le bon vouloir des 
chercheurs. Le développement d’outils de plus en plus efficaces et pratiques pour faire du 
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génie génétique a contribué à l’émergence du mouvement DIYbio (do-it-yourself biology), 
qui amène aussi un certain lot d’incertitude au niveau de la biosécurité (Landrain et al., 
2013). Les adeptes de ce mouvement opèrent en dehors des cadres institutionnels, et leurs 
activités ne sont pas nécessairement effectuées par des gens ayant les connaissances 
adéquates pour gérer les risques potentiels de la biologie synthétique. Certains groupes plus 
organisés mettent des efforts en œuvre pour assurer un niveau de sécurité, mais il n’en reste 
pas moins qu’il faut prendre au sérieux le fait que la pratique de la biologie moléculaire 
devienne de plus en plus accessible au public. Il serait donc pertinent de commencer à revoir 
les réglementations entourant la biologie synthétique pour assurer un niveau de biosécurité 






En conclusion, les avancées présentées ici permettent d’établir M. florum comme modèle 
pour l’avancement de la biologie synthétique, et définit certaines avenues vers la conception 
d’une version réduite de son génome. Le développement d’outils et de nouvelles 
connaissances de cette bactérie permettra de continuer à progresser vers la création de futurs 
châssis cellulaires qui pourront être utilisés pour répondre à différentes problématiques de 
notre société. Les éléments nécessaires au design rationnel de génomes sont de plus en plus 
définis, et avec l’amélioration des outils de séquençage et d’assemblage d’ADN, le domaine 
de la génomique synthétique prend un réel essor. La compréhension des mécanismes qui 
régissent une cellule chez différents organismes nous permet d’améliorer notre boîte à outils 
géniques et l’optimisation de bactéries synthétiques sera éventuellement possible. Grâce aux 
gènes qui auront été caractérisés, des protéines plus efficaces ou multifonctionnelles 
pourront être utilisées pour maximiser l’efficacité d’un châssis cellulaire d’intérêt et le 
simplifier davantage. La récente création de la bactérie minimale JCVI-syn3.0 marque le 
début de la quête vers le développement de châssis cellulaires et non une finalité en soi. C’est 
un premier exemple d’organisme qui pourra servir d’inspiration pour la conception de 
génomes bactériens. Par contre, il est presque certain qu’un seul châssis ne suffira pas pour 
répondre à toutes les problématiques et que certains seront plus adaptés à certaines 
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applications ou certains milieux. Le châssis cellulaire idéal ne sera probablement pas une 
cellule minimale non plus, mais plutôt un organisme simplifié, de sorte qu’il possède quand 
même un certain niveau de flexibilité. Enlever absolument tous les gènes non essentiels d’un 
organisme restreint son utilisation à un milieu particulier et peut ralentir sa croissance, ce 
qui peut diminuer sa valeur. La création d’un châssis cellulaire inspiré de M. florum 
représente une option intéressante à cause de sa croissance rapide, son absence de pouvoir 
pathogénique et grâce aux nouveaux outils moléculaires et aux nouvelles connaissances 
décrites ici. Nous sommes au commencement d’un temps où la biologie ne sera pas 
seulement une science d’observation où l’on cherche à comprendre le fonctionnement de la 
vie, mais aussi la science de l’ingénierie du vivant qui nous mènera à utiliser nos 
connaissances pour concevoir des organismes qui seront très différents de ceux qui se 




IMPACT OF DONOR–RECIPIENT PHYLOGENETIC DISTANCE ON 




Introduction de l’article et contribution des auteurs 
 
 
La transplantation de génome est présentement la méthode la plus avancée dans le domaine 
de la génomique synthétique. Cette méthode n’était par contre utilisée qu’avec le génome de 
Mycoplasma mycoides sous-espèce capri et peu de chose étaient connues par rapport à son 
fonctionnement. Ce projet de recherche a donc tenté de mettre en lumière quels sont les 




Cet article a permis de démontrer que la transplantation de génome était applicable à d’autres 
organismes de la classe des Mollicutes en dehors de M. mycoides sous-espèce capri. La 
transplantation des génomes de Mycoplasma leachii, Mycoplasma mycoides sous-espèce 
mycoides, Mycoplasma putrefaciens et M. florum a été présenté pour la première fois dans 
le cadre de cette étude. La transplantation de cette dernière représente le seul cas de 
transplantation entre deux genres bactériens différents à ce jour. Cette publication a aussi 
permis de voir que l’efficacité de la transplantation diminue lorsque la distance 
phylogénétique augmente entre le génome transplanté et la souche réceptrice, Mycoplasma 
capricolum sous-espèce capricolum, jusqu’à devenir complètement inefficace. Cet article 
utilise la souche de M. florum qui a été conçue dans l’article présenté dans le chapitre 2. 
 
 
Pour cette publication, Fabien Labroussaa, Anne Lebaudy, Pascal Sirand-Pugnet et Carole 
Lartigue ont conçu le projet de recherche. Fabien Labroussaa, Anne Lebaudy, Géraldine 
Gourgues, Carole Lartigue et moi-même avons effectué les expériences. Dominick Matteau, 
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Sébastien Rodrigue et moi-même avons effectué le séquençage des génomes et leur analyse. 
L’article a été écrit par Fabien Labroussaa, Sanjay Vashee, Pascal Sirand-Pugnet, Sébastien 
Rodrigue et Carole Lartigue. 
 
 
Référence bibliographique : Labroussaa F., Lebeaudy A., Baby V., Gourgues G., Matteau 
D., Vashee S., Sirand-Pugnet P., Rodrigue S. et Lartigue C. (2016). Impact of donor-
recipient phylogenetic distance on bacterial genome transplantation, Nucleic Acids 
Research, 44, 8501-8511. 
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MATERIAL AND METHODS 
Construction of pMT85tetM-PSlacZ-PRS313 plasmid. Three overlapping DNA fragments 
were first produced by PCR amplification (Advantage HF 2 PCR Kit from Clontech), purified 
and then combined at 50°C using a homemade master mix made of three enzymes (T5 
exonuclease, DNA polymerase and T4 DNA ligase) along with other buffer components (1). 
-galactosidase gene under the control of the 
spiraline promotor (PSlacZ) was produced using the pMCO3LacZ plasmid as template (2) 
and the primers, pMT85tetM/PSlacZF1 (5´- 
GATCCACCCGCAATTACTGTGAGAGCAAGAATGGCTACTAAAGG) and 
pRS313/PSlacZR2 (5´-CTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCGGCCAGTGAATTGTA 
ATACGAC). The second DNA fragment corresponding to the whole transposon based-




TC). The third DNA fragment (3.22 kbp) carrying the yeast elements (ARSH4, CEN6 and the 
histidine auxotrophic marker) was amplified using the primers LacZ/pRS313-F2 (5´- 
GTCGTATTACAATTCACTGGCCGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAG) and 
PS/pRS313-R2 (5´- CTGGTGCTTCACTGTTTTCTTGCGCCTCGTTCAGAATGACAC 
GTATAG) and subsequent amplification using the plasmid pRS313 (ATCC 77142) as 
template. Cassettes were designed to contain overlaps between 44 to 48bp. Genbank 
accession number for the whole plasmid sequence is KX011460. 
Quantitation of the number of Mollicutes genomes included into agarose plugs. 
Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) was used to determine bacterial 
culture titers for all species studied before mixing bacterial cells into agarose plugs for 
genome isolation purposes. One ml of bacterial culture was centrifuged for 2 min at 14,000 x 
g at room temperature (RT). Cells were washed using 1 ml of phosphate buffer saline (137 
mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1.76 mM KH2PO4; pH 7.4), centrifuged as above 
and then resuspended into 500 µl of cell lysis buffer (Wizard genomic extraction kit). Cells 
were incubated for 10 min at 95°C and the lysate was centrifuged for 2 min at 8,000 x g at 
RT. One µl of the undiluted supernatant was used as DNA template for subsequent qPCR 
measurements, as well as 5 additional dilutions of the initial supernatant, ranging from 10-1 to 
10-5. qPCR experiments were conducted into 96-
Supermix (Bio-Rad) following the manufacturer  instructions. Fluorescence was recorded 
during every cycle on the LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche) and a melt 
genotyping curve was performed to assess the specificity of the amplification recorded. 
Amplifications were performed on a 223 bp fragment of 16S ribosomal RNA conserved 
among Mollicutes using the oligonucleotides, qMyc16S- -
TTAAACCACATGCTCCACCA- - -AGCGGCTTACTGGCTTGTTA-
used to quantify numbers of Mollicutes genomes were independently for 
each assay using purified genomic DNA (Wizard Genomic DNA Purification Kit, Promega) 
using samples containing 101 to 108 estimated genomes per well. Measurements were done in 
triplicates for all samples. 
 
Transplant analyses. Transplants were analyzed by PCR, Pulsed Field Gel Electrophoresis 
(PFGE), and whole genome sequencing. (i) PCR with species specific primers. Genomic 
DNA from transplants was extracted as follows: 200µl of each culture (3rd passage) was 
centrifuged for 10 min at 14,000 x g. Pellets were resuspended into 100 µl of TE 1X buffer 
and then, each sample was incubated for 10 min at 95°C to lyse the cell membrane. After a 
1/10th dilution, 1 µl of each sample was used as template for PCR reactions using species 
specific primers (Table S6). PCR reactions were performed with the Taq DNA polymerase 
(NEB) following the s instructions. Results obtained for each species are 
summarized in Figure S3. (ii) PFGE analysis. Intact genomic DNA from transplants was 
isolated in agarose plugs as described in Material and Methods. Plugs were washed twice in 1 
ml 1X wash buffer (CHEF Genomic DNA Plug Kit, Bio-Rad) supplemented with 1mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) for 1h. The same washing steps were then conducted 
with 0.1X Wash buffer without the addition of PMSF. Plugs were subsequently equilibrated 
in the appropriate 1X restriction enzyme buffer for 1hr with gentle agitation. The previous 
step was repeated for 20 min with fresh buffer before the addition of 40 units of the restriction 
enzyme (ApaI or XhoI), followed by overnight incubation at the appropriate temperature (i.e. 
37°C). Plugs were finally loaded into a 1% pulsed-field agarose gel (Bio-Rad) in 1X TAE and 
electrophoresed. Pulse times were ramped from 50 to 90 s for 22 hr at 6V.cm-1. After 
electrophoresis, gels were stained with SYBR Gold and cleaved DNA patterns were 
visualized using the E-BOX VX2 Gel Documentation System. Sizes of restriction fragments 
observed (Figure S3) were then compared with the expected fragment sizes calculated based 




Isolation of known quantities of marked Mollicutes genomes in agarose plugs. We 
developed a rapid quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) assay allowing an 
enhanced control of donor gDNA quantities added to the reaction during the from-bacteria 
genome transplantation process. This qPCR assay, targeting the ribosomal 16S DNA 
conserved among all species tested, was conducted during the chloramphenicol treatment that 
occurs at the beginning of the gDNA plugs preparation (6). The duration of the 
chloramphenicol treatment, known to allow compaction of DNA at sub-optimal 
concentrations (7, 8), is species-dependent and takes its respective generation time into 
account (comprised between 1 hr and 2 hr, Material and Methods). Overall, gDNA was 
extracted independently on each bacterial culture and dilutions of each extraction were used 
for the qPCR reaction. Results presented here were obtained for Mmc GM12 (Figure S2) but 
identical results were obtained with all other species (data not shown). As expected, no 
bacterial growth was observed during the chloramphenicol treatment (no statistical difference 
recorded between the beginning (black bars, 0h) and the end (dotted bars) of the treatment) 
offering us a timeframe to accurately quantify bacterial concentration. To validate the qPCR 
assay, colony counting was used to estimate cultures titers (Figure S2, dashed line) and results 
were compared to qPCR quantification. We observed that undiluted samples, 10-1 or 10-2 
dilutions gave inaccurate measurements resulting in an overall over-estimation of the real 
bacterial concentration. On the contrary, higher dilutions of the DNA extractions (10-3 to 10-5) 
gave more accurate measurements of the bacterial population (Figure S2). After validation, 
this qPCR assay was systematically integrated to the gDNA preparation process allowing an 
early quantification of the amount of cells in cultures and a preparation of agarose plugs with 






















Figure S2. Titer estimations of Mollicutes cultures using quantitative real-time PCR prior 
embedding of donor genomes in plugs. As an example, gDNA preparations of a Mmc GM12 
culture were carried out before (black bars) or after (dotted bars) a 2h chloramphenicol 
treatment. gDNA preparations were used undiluted or after 5 successive serial dilutions (10-1 
to 10-5) as DNA templates. The dashed line (3.99E109 cells/ml) represents the result of a 
comparative cell counting experiment done in parallel to show qPCR accuracy. Stars 
represent the statistical difference obtained (p<0.001, paired t-test) between the beginning and 
the end of the chloramphenicol treatment with low-dilution samples. 
 
  
 Figure S3. Genotype analysis of putative bacterial transplants obtained during (A) from-
bacteria or (B) from-yeast GT assays using PCR. PCRs were conducted with two different 
sets of primers: (i) species-specific primers characteristic of the bacterial species used as 
donor genome and (ii) Mcap-specific primers used as negative controls. Lanes 1 to 10 
correspond to 10 different transplants tested. Mc: Mcap used as positive (Mcap-specific 
primers) or negative (species-specific primers) controls. Spe: species tested among the 6 
species for which putative transplants were obtained (Mcap, Mlea, Mmm, Mmc, Mput and 







 Figure S4. Confirmation of transplant genotypes using PFGE analyses. For each donor 
species tested in this study, PFGE was conducted on the donor genome (lane 1) and digestion 
profiles were compared to those of two putative transplants (lanes 2 and 3), previously tested 
by species-specific PCR. gDNA plugs for Mcap Mcap (B), Mlea (C), 
Mmc (D), Mmm (E) and Mflorum (F)  were digested with ApaI (a) and XhoI (b) prior to 
electrophoresis. ApaI and XhoI-digested fragment sizes for each species are summarized in 
Table S7. MW: yeast chromosome PFG marker (New England Biolabs) in kpb. 
  
  
Table S1. List of Mollicutes genomes used to reconstruct the phylogenetic tree and to generate the similarity 
percentages of the core proteome. Species tested for whole genome transplantation studies are indicated in grey. 
 Table S2. Pairwise similarity matrix of core proteins involved in translation. Similarities were calculated using BLASTP 2.4.0 from multiple alignments of 79 
core proteins involved in translation. Species belonging to the phylogenetic group Spiroplasma and used in this study are indicated in grey.



























97.21 2,589,607 98.91 10,960 0.00 0 0 
97.47 3,222,511 99.57 4,312 0.00 0 4 
Mmc 
98.72 2,602,551 99.21 8,553 0.51 477 8 
98.77 2,206,648 99.24 8,280 0.04 33 6 
Mmm 
97.49 2,638,223 99.83 2,013 0.11 37 10 
97.78 2,169,053 99.90 1,261 0.21 58 10 
Mlea 
96.51 2,333,468 99.00 10,049 0.26 133 9 
96.41 2,870,261 98.73 12,776 0.18 126 9 
Mputr 
97.87 2,074,821 99.96 338 0.04 22 1 
97.61 3,153,099 99.95 375 0.06 41 0 
Mflorum 
99.80 1,832,600 99.41 4,706 1.27 46 4 




98.71 2,518,831 99.62 4,150 0.08 28 10 
98.80 2,651,570 99.60 4,356 0.11 36 21 
99.10 2,544,315 99.77 2,509 0.08 18 18 
98.84 1,824,578 99.53 5,156 0.11 24 12 
Mlea 
96.37 2,784,149 99.51 4,925 0.11 72 6 
96.11 2,472,548 98.94 10,682 0.16 91 4 
95.58 2,450,091 98.42 15,967 0.14 88 3 
96.69 2,457,706 99.86 1,378 0.12 84 7 
Mputr 
97.70 2,601,959 99.47 4,404 0.02 23 7 
97.73 1,819,786 99.91 780 0.02 18 1 
97.43 2,345,550 99.96 361 0.02 20 1 
97.20 2,521,034 99.90 858 0.03 26 0 
Mflorum 
98.06 3,202,240 99.98 157 0.18 114 3 
97.52 2,305,321 99.81 1,533 0.15 90 4 
97.14 2,983,976 99.93 555 0.11 93 4 
97.63 1,150,607 99.64 2,896 0.19 52 3 
Table S3. Whole-genome sequencing of transplanted genomes. 
 Species Plasmid 
abbreviation 




































Species Transposon localization Genome annotation 
Mycoplasma mycoides 
subsp. mycoides MSC_0635 
Conserved hypothetical protein 
(predicted lipoprotein) 
Mycoplasma leachii MSB_A0138 Putative beta-lactamase 
Mycoplasma 
putrefaciens MPUT_0553/MPUT_0554 Intergenic region 
Spiroplasma citri 
 
SPICI-01B-028 Hypothetical transmembrane protein 
Primers used for direct sequencing) 
Primer name -  Annealing temp. (°C) 
MT85.1 ACAGTAATTGCGGGTGGATC 60 
MT85.2 TTACCGCCTTTGAGTGAGCT 60 







Primer name -  
Annealing 
temp. (°C) 







































































848,466 + 161,587 








770,085 + 314,525 









958,722 + 176,119 + 76,889 






548,154 + 339,533 + 121,287 





849,494 + 10,519 
184,057 + 150,946 + 133,365 + 121,130  
+ 85,882 + 85,753 + 83,960 +14,920 





541,387 + 251,849 
278,693 + 241,953 + 238,126 +34,464 
Table S7. ApaI and XhoI-digested transplant genotypes profiles during PFGE assays.  
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Introduction de l’article et contribution des auteurs 
 
 
M. florum L1 était la seule souche de cette espèce dont le génome avait été séquencé. Pour 
déterminer les éléments génétiques conservés chez cette espèce l’analyse du génome 
d’autres représentants était nécessaire. Dans cet article nous avons donc présenté le génome 
d’une seconde souche, M. florum W37, en combinant l’utilisation des technologies de 
séquençage Sanger, Illumina et Pacbio ainsi que les assembleurs gsAssembler et Ray. Cette 




Pour cette publication, j’ai effectué l’assemblage du génome de la souche, préparé une partie 
des banques de séquençage et participé à l’écriture de l’article. Dominick Matteau a préparé 
certaines banques de séquençage et participé à la révision de l’article, Thomas F. Knight a 
participé à la conception du projet et fournis la souche, Sébastien Rodrigue a conçu le projet 
et a écrit l’article. 
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